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要旨 
人体を覆う“皮膚”の最も重要な役割は、外界からの異物の侵入を防ぐ“バリア機能”を発揮する
ことであり、それには皮膚の最外層に位置する“角層”が重要な役割を担う。角層は主にケラチンを
主成分とする板状の“角質細胞”と、その周りを取り囲む“細胞間脂質”から構成され、この構造体
が高密度化（高秩序化）された状態で存在することで、高いバリア性能が発揮される。一方、この高
秩序化構造は、経皮吸収性の薬剤などの体内への浸透に対しては大きな障壁となる。よって、経
皮吸収性に優れた製剤の開発には、製剤と角層の相互作用を分子レベルで明らかにすることが重
要となるが、個体差等の問題により、現在のところ角層の構造特性や物性、特に角層と物質との相
互作用に関する知見はほとんど得られていない。本研究では、既成の電子線回折法および X 線
回折法に改良を加え、角層構造の個体差の問題などを克服した新しい角層構造解析手法を開発
し、それらを用いて生体及び薬剤の基本物質である“水”の角層に対する役割や、角層内での挙
動を明らかにすべく、様々な実験を実施した。 
非侵襲的な実験が実施できる電子線回折法では、検出器等を工夫することで、従来よりも大幅
に角層に対するビームダメージを低減化できることがわかった。これにより常温での実験が可能と
なり、より汎用的に統計学的な実験を展開することが可能となった。当手法を用いて角層構造の部
位差解析や経皮水分蒸散量（TEWL）と細胞間脂質構造の相関解析実験を実施したところ、額や
頬に比べて、腕では細胞間脂質の Orthorhombic （Ort）構造が有意に多くなっていることがわか
った。さらに額や頬と比べて、腕では TEWL が有意に低くなっており、個体差を含めた相関解析
においては、“Ort 構造と TEWL の相関性”が示唆された。 
角層に対するビームダメージが比較的小さく、同一試料で連続測定が可能な X 線回折実験で
は、シート状角層の表裏の環境を独自に制御することが出来る“外部環境 2 分型薄膜構造解析用
試料セル（外部環境 2 分セル）”を開発し、これを用いて“TEWL と角層構造の同時温度変化解析”
を実施した。その結果、細胞間脂質の Ort 構造の相転移温度付近より TEWL が上昇し、その変
化は細胞間脂質の Hexagonal（Hex）構造が相転移を終える温度付近で収束することがわかり、
細胞間脂質のドメイン構造が TEWL に影響を与えている可能性が示唆された。本検討において
確立した新しい角層の構造解析手法により、角層内の水の挙動に対する細胞間脂質の役割が初
めて明らかとなった。 
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1．緒言 
1.1 皮膚とは 
生体が生命活動を維持するためには、生体と外界を隔離する境界となる組織が必要不可欠
である。当然ながらこの境界には、外部からの力学的な作用や紫外線などの有害な電磁波、乾
燥や過度の湿潤、激しい温度変化など、自然界にごくありふれた様々な刺激から生命体を適切
に保護し、内部の物質が外部へ流出しないようにする機能が要求される。このような保護機能を
確実に実行するためには、甲殻類や貝類などのように、生体自体を強固な鎧で覆うのが一つの
方法であるが、それでは体は保護されるが生体の運動性や柔軟性は低くなり、生命活動の範囲
が大幅に抑制されてしまう。この境界としての組織には、様々な外部刺激から生体を的確に守る
強固な保護性能と、生体の行動性を極力抑制しない適度な柔軟性の両方の特性が備わってい
ることが望ましい。この相反する二つの機能を併せ持つ境界組織の一つが、我々哺乳類が進化
の過程で勝ち取った“皮膚”である。皮膚は軟組織でありながら、上述したような様々な外部刺激
から生体を確実に保護し、生体内物質、とりわけ我々の体の 60～70 %を占める水が、体の外へ
過剰に流出するのを適度に防ぐことができる[1]。一般に、このような皮膚の防御機能を、“皮膚
バリア機能”と呼ぶ[2]。このバリア機能を発揮し、生体を的確に保護することが、皮膚の最大の
役割となる。しかし、皮膚の役割はこれだけに留まらず、感覚器官や、体温調節の場としての役
割があり、さらに皮膚には刺激に対して自ら応答するような能力も備わっており[3]、その機能性
や総重量から、人体最大の臓器であると定義されている。 
 
 
1.2 皮膚の基本構造について 
皮膚は大きく分けて、体外側の厚さ 0.1 mm 程度の表皮と、体内側で厚さが 1 mm 程度で表
皮の土台となる真皮から構成されている（図 1）。真皮の主成分は、繊維芽細胞や繊維芽細胞が
産生するコラーゲン、エラスチンといった繊維状タンパク質であり、主に力学的刺激から生体を
保護する皮膚の弾力性を司る。一方で、表皮の主成分はケラチノサイトと呼ばれる細胞であり、
真皮と結合したケラチノサイトだけが細胞分裂を絶えず繰り返し、分裂した細胞を順に上へと押
し上げて表皮全層を形成している。押し上げられた細胞は上に行くにつれて、次第に形状を扁
平状に変化させ、最終的には脱核して角化し、細胞自体が死を迎える。後の項で詳しく述べる
が、このケラチノサイトが脱核し最終形態になった領域は「角層」と呼ばれ、皮膚バリア機能に対
して特に重要な役割を発揮する[1]。角層最表層の角質細胞は、最終的には垢として剥離落屑
する。下層からの供給と剥離のバランスにより、この角層を構成する細胞の層数は、常にほぼ一
定値に保たれる。また、この一連の細胞の形態変化（細胞分裂から剥離まで）は表皮のターンオ
ーバーと呼ばれ、その周期はおおよそ 4～6 週間であると言われている。またこのケラチノサイト
の形態上の特徴から、表皮は下層から基底層、有棘層、顆粒層、角層と分類されることもある。
また基底層にはケラチノサイトだけでなく、紫外線に対する防御物質であるメラニンを産出するメ
ラノサイトや、様々な刺激を感受するランゲルハンス細胞、メルケル細胞なども存在しており、そ
れらが反応場としての役割を担っている[4][5]。 
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図 1 皮膚の基本構造 
 
  皮膚は真皮とその上に位置する表皮から構成される。真皮にはコラーゲンやエラスチンと
いった繊維状タンパク質が、表皮にはケラチノサイトが存在する。真皮直上のケラチノサイト
が絶えず細胞分裂を繰り返し、上へと順に押し上げられた細胞が次第に細胞の形を扁平状に
変え、最後に脱核し角層を形成する。表皮の厚さは部位によっても大きく異なるが、おおよそ
100 m 程度である。 
 
 
 
1.3 角層について 
 ターンオーバーの最終過程において、ケラチノサイトは当初の球状から扁平状の細胞形態に
まで変化する。この段階において、もはや細胞内に核は存在せず、細胞は完全に死んだ状態と
なっている。細胞内部は繊維状のタンパク質であるケラチン分子で満たされ、また細胞膜はイン
ボルクリンやロリクリン、フィラグリンという不溶性のタンパク質で構成され、通常の細胞と比較して
物理化学的に強固な構造を形成する。それまで存在していたアクアポリンなどの膜タンパク質は
[6][7]、ほぼアミノ酸にまで分解され、細胞内部のケラチン繊維の隙間等に存在していると考えら
れている。このアミノ酸などの低分子量の物質は天然保湿因子（natural moisturizing factor; 
NMF）と呼ばれ、角層の保水機能に重要な役割を果たしている[8][9]。このような脱核し、扁平
状になったケラチノサイトを、特に角質細胞と呼ぶ。体の部位によっても異なるが（腕や首で薄く、
手のひらや足の裏では厚い）、正常な皮膚の最上層では角質細胞が 10～20 層程度堆積して
おり、またそれ以上は堆積することなく、最終的には最表面の角質細胞から順に、垢として剥離
していく。 
このケラチノサイトが顆粒層から角層へと移行する段階において、細胞内から層板顆粒（ラメラ
ボディー）と呼ばれるリン脂質やスフィンゴミエリン、糖セラミド、コレステロールおよびその類縁体
などの脂質分子を多量に含む袋状構造物が放出される[10]（ラメラボディーの形状については
興味深い様々な議論がある[11]）。それらの脂質分子が分解酵素の作用を受け、セラミド、コレ
ステロール、遊離脂肪酸等に分解された後（図 2）[12]、角層内で角質細胞の細胞間の隙間に
充填配列される。この角層内の脂質を細胞間脂質と呼ぶ。正常なヒトの角層においては、セラミ
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ド、脂肪酸、コレステロールがおおよそ 1:1:1 のモル比で存在していると言われている[13]。物理
化学的に強固な角質細胞と、その周りを充填する細胞間脂質の関係は、よくレンガとモルタルの
関係に例えられ[1]、この特異な構造故、バリア機能に対して重要な役割を果たしていると考えら
れている。角層がなければ生体は水分子を体内に維持することができず、体は干乾びやがて死
んでしまう。角層は、それを構成する細胞はすでに死んでいるが、生命が生きるためには必須の
組織であると言える。 
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図 2 セラミド、コレステロール、脂肪酸の分子構造 
 
  セラミド、コレステロール、脂肪酸の代表的な分子構造を示した。現在までにセラミドはス
フィンゴシン骨格の異なる 10 数種類の分子種の存在が確認されている（図で示したのはセラ
ミドⅡ（NP）である。）。コレステロールも 1種類ではなく、コレステロールエステルやコレス
テロール硫酸などの類縁体が、また脂肪酸も様々な鎖長や、飽和鎖、不飽和鎖を持つものが存
在することが確認されている。 
 
 
 
1.4 細胞間脂質の配列構造およびその分析法 
顆粒層において細胞外に分泌された脂質分子は、様々な分解酵素の影響を受けた後、その
一部は角質細胞の不溶性の膜タンパク質と化学的に結合する。このような結合は、セラミド分子
種の中に、その分子骨格の位に水酸基を有するものが含まれており（-hydroxy ceramide）、
この水酸基と膜タンパク質のカルボキシル基がエステル化反応を起こすことで形成される[14]。
この膜タンパク質に結合した-hydroxy ceramide がアンカーとなり、また脂質分子自身の疎水
相互作用により、その他の脂質分子が-hydroxy ceramide の間や上部に規則正しく整列して、
結果的に脂質ラメラ構造を形成すると考えられている。ヒトやマウス、ラットなどの角層を酸化オス
ミウムや酸化ルテニウムで染色し、超薄切片を作製して透過型電子顕微鏡で観察すると、角質
細胞の隙間にきれいな層状の縞模様を観察することができる（図 3）[15][16][17]。これは、酸化
オスミウムや酸化ルテニウムが、細胞間脂質の親水基や不飽和部と特異的に化学結合した結果、
重原子の分布にコントラストが形成されたことに由来する。また、その層状構造は、ある個所では
13 nm 程度の周期性を持ったトリラメラ構造（バイレイヤー＋α）を形成しているように観察され、
また別の箇所では 6 nm 程度の周期性を持ったラメラ構造（バイレイヤー）が形成されているよう
に観察される[18][19]。これらの観察結果は、後に示す X 線や中性子線による回折の結果の結
果とよく一致している。 
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図 3 角層の超薄切片写真 
 
  酸化オスミウム、酸化ルテニウムで染色されたヒト皮膚角層の超薄切片の電子顕微鏡写真
（a）とその拡大図（b）。角質細胞と角質細胞の間のわずかな隙間に、数層のコントラストの
ある縞模様が観察され、細胞間脂質（白抜き矢印）がラメラ構造を形成していることが確認で
きる。 bar : (a) 0.2 m, (b) 20 nm 
 
 
 
近年、マウスの角層に X 線（放射光）を照射すると、小角領域に細胞間脂質ラメラ構造由来の
反射が観察されることが White らによって見出された[20]。White らはこの論文の中で、そのブ
ラッグ反射の位置は 13.1 nm に対応しており、それまでに電子顕微鏡切片観察法にて確認され
ていた周期構造とおおよそ一致することを報告している。さらに彼らはこの論文において、この細
胞間脂質を有機溶媒で抽出して水溶液中に分散してもラメラ構造が形成されないことから、ラメ
ラ構造の形成には基盤となる角質細胞と、その周囲に存在するタンパク質の存在が重要だと結
論付けている。 
この角層の X 線小角散乱実験を大幅に進展させたのが、オランダライデン大学の Bouwstra
らのグループである。Bouwstra らは White らの実験を参考にして角層の X 線回折実験をさら
に展開し、マウスだけでなくラットやヒトの角層でも同様の実験を実施、ラメラ構造には種差があ
ること、またラメラ構造は 13 nm の長周期構造をもつもの（LPP）だけでなく、6 nm 程度の短周
期構造を持つもの（SPP）も存在することを明らかにしている[21]。この 2 種類のラメラ構造に関
する詳細については、それらの存在様態や形成機構などまだまだ不明なところが多いが、その
後の研究により、マウスでは LPP が多く存在しているがヒトでは SPP が多く存在していること、ま
た角層を‐20℃と 120℃の間で昇降温処理を繰り返すことにより、LPP の存在比率を大きくする
ことができること等が、Bouwstra らの研究により明らかになっている[21][22]。 
その後、Bouwstra らのグループに追従する形で多くの研究者が当研究に参加し、当分野の
発展に大きく貢献してきている。in vivo や ex vivo の研究だけでなく、角層より細胞間脂質を抽
出して再構成脂質膜を作製することで、さまざまな脂質分子のラメラ構造に対する基本特性を明
らかにするような in vitro の研究も多く展開されている[23][24][25][26]。これらの研究により、
LPP の形成にはセラミド 1 と呼ばれる-hydroxy ceramide の位に脂肪酸が結合したセラミド
分子の存在が不可欠であることが明らかとなっている[27][28]。また、SPP の関連研究としては
以下のような興味深い研究結果も報告されている。細胞間脂質は他の生体脂質と比較して疎水
的性質の強い脂質分子であり、よって細胞間脂質ラメラ間には水分子は存在しないと長く考えら
れてきた。しかし Ohta らは、マウス角層の含有水分量を多くしていくと、SPP の繰り返しラメラ周
期が徐々に長くなっていくことを確認しており、SPP のラメラ間に水が存在していることを明らか
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にしている[29]。この結果は、その後の Charalambopoulou らの中性子線回折の実験結果とも
一致しており[30]、細胞間脂質のラメラ構造の研究に大きなインパクトを与えた。他種に比べて、
ヒトの角層中には SPP が特に多く存在していることが報告されているが、ヒト角層の含有水分量
がヒトの角層の構造やその機能に与える影響についてはよく知られておらず、その詳細を調査
することは重要な課題であると思われる。 
このような特徴を持つラメラ構造であるが、細胞間脂質の炭化水素鎖はその内部において側
方に規則正しく配列（パッキング）され、ちょうど結晶と液晶の中間状態のようないくつかの相を形
成する[31][32][33]。正常なヒトの角層内においては、より結晶状態に近いものから順に斜方晶
（Orthorhombic；Ort）、六方晶（Hexagonal；Hex）、流動相（Liquid；Liq）の 3 つの相の存在
が確認されており、また最近では擬斜方晶（pseud-Orthorhombic；Ort*）のような中間的な構
造の存在についても指摘されている[34][35]。図 4 ではこれら細胞間脂質の配列構造の模式図
を示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 細胞間脂質のラメラ構造の模式図 
 
  （a）角質細胞の間には細胞間脂質の液晶様のラメラ構造が存在する。この構造はちょうど
レンガ（角質細胞）をモルタル（細胞間脂質）で補強する構造に例えられる。（b）またそのラ
メラ構造には 13 nm と 6 nm の周期性が伴っており、（c）さらに細胞間脂質の炭化水素鎖は、
ラメラ構造内において規則正しく側方に配列され、Ort や Hex などの側方配列構造を形成す
る。またより流動的な領域の存在も確認されており、これらの相が共存していると考えられて
いる。 
 
 
 
   細胞間脂質の炭化水素鎖の側方配列構造については、その後の X 線広角散乱実験により
詳細に調べられている。Bouwstra らはヒト角層の構造の温度変化解析を実施し、Ort 構造が
40℃付近で、Hex 構造が 80℃付近で消失することを明らかにし[31]、また八田らはマウスの角
C
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b
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層で同様に温度変化解析を実施し、ヒトの角層と同様の温度構造変化を確認し、さらに LPP の
主要な構成要素は Hex 構造であり、逆に SPP の主要な構成要素は Ort 構造であると報告して
いる[36]。 
この細胞間脂質の配列構造を解析する手法としては、上述の X 線回折法や中性子線回折法
の他に電子線回折法によるものがある[32][34][37][38][39]。電子線回折実験は、通常の
100kV 程度の透過型電子顕微鏡（TEM）があれば実施することができ、大型の放射光施設や
原子炉を必要とせず、汎用性が高く非常に簡便である。また X 線や中性子線に比べ、電子線の
試料との相互作用は格段に大きいので、短時間かつ少量の試料で回折像を取得することがで
き、非侵襲的な実験展開が可能となる（X 線や中性子線回折実験では、多量の角層が必要とな
り、実験には皮膚の摘出手術やヘアレスマウスなどの代替動物の使用が避けられない。）。従っ
て、電子線回折では、多くのデータを取得し、統計学的に実験データを解析するような実験展
開の可能性があり、個体差や部位差など多くのバラつきを持つ生体試料の解析には強力なツー
ルとなりうる[40][41]。一方で、試料との相互作用が大きいということは、同時に透過力が小さく、
試料に対する電子線のダメージが大きいということを意味し、さらに生体組織のような不導体試
料ではチャージアップによるドリフト現象なども問題となり、いくつかの実験手技上の工夫が必要
となる。特に、透過力の問題では、極薄の角質細胞 1 個を中空の状態（電子線の透過パスに角
質細胞 1 個しか存在しない）で保持する必要があり、試料の調製方法にも工夫を要する。また電
子線回折実験では、試料を超高真空下に置く必要があり、実験環境が制限されることも一つの
デメリットに挙げられる。X 線、中性子線と電子線それぞれの実験上の特性を考慮して、それぞ
れを適切に併用することが重要となる（表 1）。 
 
 
 
表 1  X 線回折法と電子線回折法それぞれの角層の構造解析法の特徴 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  X 線（放射光）は高精度かつ様々な環境下での実験が可能である点が、また電子線は非侵襲
的および統計学的な実験展開が可能である点がそれぞれの特長である。 
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ヒト角層の構造を電子線回折法で解析する際には、上記のような点が問題となるが、この電子
線回折法の手技上の問題点をうまく解決し、角層の電子線回折法を実用化させたのが
Bouwstra らと同じライデン大学の研究グループの Pilgram らである。彼らは電顕観察用のグリ
ッドに、グリッド孔を閉塞することなく接着剤を塗布し、ヒトの皮膚表面から角質細胞をうまく回収
して、角質細胞 1 個 1 個を中空の状態で固定して電子顕微鏡内に設置する方法を開発した
[32]。この方法はグリッドストリッピング法と呼ばれる[32]。角質細胞は扁平な六角形の板状の構
造をしており、その直径はおおよそ 30 m 程度である。従ってこれを回収し固定するためのグリ
ッドの間隔もまた、同じオーダーのサイズである必要があるが、このような小径のグリッドにその隙
間を閉塞することなく接着剤を塗布することは実際かなり難しい。Pilgram らはグリッドストリッピ
ング法を用いて、健常人及び皮膚病患者の皮膚から角質細胞を多く回収して電子線回折像を
取得し、その両者の構造を統計的に比較して、細胞間脂質の配列構造上の違いを明らかにす
ることに成功している[37]。また、角層の上層と下層では細胞間脂質の配列構造が異なっている
ことも明らかにしており、上層では Ort 構造の存在比率が有意に低下していて、それには皮脂な
どの流動性のある脂質分子の陥入が原因ではないかと考察している[32]。このような局所的か
つ統計的な実験は X 線回折法で展開することは難しく、よって、散乱能が高く非侵襲的な実験
ができるという電子線の特徴をうまく利用した研究成果であると言える。 
X 線に比べて、電子線の角層試料に対するビームダメージは格段に大きいので、実験ではビ
ームダメージによる試料の構造崩壊に細心の注意を払う必要がある。これに対し Pilgram らは、
試料を液体窒素で冷却することで、角質細胞に対する電子線のビームダメージを低減化する手
法を採用している。しかしながら、試料を冷却することでビームダメージは低減化されるが、細胞
間脂質などの脂質分子は温度相転移することが知られており、冷却による相状態の変化が懸念
されるところである。しかも、彼らの試料は‐170℃近くにまで冷却されており、このような極低温下
では相状態の変化だけでなく、試料交換時の氷晶の発生やそれによる回折像の精度低下は避
けられない。このような手法は、電子線の特徴でもある汎用的で広範囲の実験の実施の可能性
を大幅に低下させることにもつながり、致命的である。電子線による角層の構造解析法は大変有
用であるが、これらの点に関してはまだまだ改善の余地が残る。 
 
 
1.5 角層のバリア機能と経皮吸収 
前項で述べたように、皮膚の最も重要な役割は、生体の恒常性を維持するために皮膚バリア
機能を発揮することにある。この皮膚バリア機能に対して主要な役割を果たしているのが、皮膚
の最表層に位置する角層である[1][2]。近年、角層直下の顆粒層に存在するタイトジャンクショ
ンと呼ばれる細胞間の結合を担うタンパク質が、バリア機能に影響していることも報告されている
が[42]、角層がなければ水分子を生体内にと留めることはもはや不可能であり、バリア機能を担
う主要組織は角層であると言っても過言ではない。生体が過酷な乾燥環境に晒されても、厚さに
してわずか 10 数m 程度の角層が、生命活動を維持する上で必要な量の水分子を生体内に留
める能力を保有することは驚くべきことであり、界面化学的にも大変興味深い。この水分の遮蔽
能力は、同程度の厚さのプラスチック製の膜に相当するとも言われている。近年、アトピー性皮
膚炎などの疾患皮膚では、バリア機能が低下していることが報告されており[43]、またそれらの
皮疹部において、ある特定の種類のセラミド分子の量が極端に少なくなっていることや[44]、Ort
構造が有意に少なくなっていることなどが明らかとなっている[37]。また、様々な脂質分子を用い
て作製した in vitro 人工ラメラ膜の実験においては、Ort 構造の存在量と物質の膜間透過性の
間に負の相関が認められており[45]、徐々に細胞間脂質の構造とバリア機能の関係性が明らか
にされつつある[46]。 
一方で、この角層の高秩序化された細胞間脂質の配列構造は、経皮吸収性の薬剤の開発と
いう観点から見ると、厄介な障壁以外の何物でもない[47]。経皮吸収による投薬は、経口投与や
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注射によるものなど他の投薬方法と比べて、代謝による薬剤の性能低下や患者負担の低減化を
図ることができ、有用な投薬方法であると言える[48]。今後ますますその市場拡大が期待される
ところであるが、最大の問題は角層のバリア機能が優れており、薬剤そのものが皮膚内に浸透し
にくいということである。主な経皮吸収のルートとしては、角質細胞や細胞間脂質の領域を透過
するものと、汗腺や皮脂腺などの付属器官を透過するものに大別されるが、それらの専有面積
の関係から、一般的な薬剤などの低分子量（1000 程度以下）の物質に関しては、前者を経て浸
透していくものが主流であると考えられている[49][50]。また、角質細胞と細胞間脂質の極性の
違いから、親水的なものは主に角質細胞ルートを経て、疎水的なものは主に細胞間脂質ルート
を経て体内に浸透していくと考えられている（図 5）。しかしながら、角質細胞を通るルートは連続
層ではなく、また一部の低分子量の物質を除き、そもそも親水的な物質は角層に馴染み難いと
いう性質があり、よって、薬剤の効率的な経皮吸収を考える場合、細胞間脂質の大きな障壁をど
のようにして越えるかということが重要な課題となる[47]。そのためにはまず、細胞間脂質そのも
のの物性や膜特性を把握したうえで、様々な物質と細胞間脂質との相互作用について詳しく知
る必要がある[51]。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 角層を介する薬物吸収のルート 
 
  角層を介する薬物吸収のルートとしては、主に親水的な角質細胞内部を透過するルートと、
疎水的な細胞間脂質領域を透過するルートがあると考えられている。 
 
 
 
このバリア機能を定量的に評価する手法としては、生体の皮膚に薬物を塗布し、一定時間後
の血中内の薬物濃度を測定する方法や、切り出してきた皮膚をフランツセルと呼ばれる円筒状
容器とカップ状容器で構成される 2 つの容器の間に挟み込み、上部の円筒容器に入れた薬剤
の一定時間後の下部カップ内の濃度を測定する手法などがある[16]。しかし、このどちらの手法
に関しても医学的な手技や代替動物での実験が必要とされるため、実験実施上の制約は大き
い。そこで、皮膚表面から単位面積当たり、単位時間当たりに蒸発する水分の量、すなわち経皮
水分蒸散量（tansepidermal water loss; TEWL）を測定することで、皮膚のバリア機能を定量
角質細胞ルート 細胞間脂質ルート
体外
体内
：角質細胞 ：細胞間脂質
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的に評価する方法が広く用いられている[52][53]。この TEWL の値は、円筒状の測定プローブ
内に配置された、温湿度センサーの測定値の時間変分によって測定される。当然ながら発汗量
や外気の湿度などによる影響を受けやすいが、発汗がコントロールされかつおおよそ外部湿度
30～50%の一定環境下での測定においては、上述の皮膚物質透過量とよく相関していることが
確認されており[53]、皮膚バリア機能を容易に定量化できる数少ない手法として広く重用されて
いる。 
 
 
1.6 本研究の目的 
近年、電子線回折法によるヒト皮膚角層構造の解析手法が確立され、さらに放射光技術が飛
躍的に発展したことにより、非晶性の生体試料においても分子レベルの構造解析が可能となり、
その結果、皮膚角層の細胞間脂質の構造が徐々に明らかにされつつある。今後、これらの構造
情報の下に、皮膚バリアメカニズムを解明し、より浸透性の高い経皮吸収薬等の開発研究を展
開していくためには、細胞間脂質の構造特性をさらに詳細に解析し、角層と物質の相互作用、
つまり角層の構造と機能の関係性を明らかにしていくことが重要な課題になる。しかしながら、
種々の物質が角層の構造に与える影響は小さく、よってこれらの解析には高精度なデータが必
要となるが、ヒト角層の構造には生体試料特有の個体差や部位差、局所差が少なからず存在し
ており、そのことがこれらの解析を複雑化し、当関連研究の発展の大きな妨げとなっている。そこ
で我々は、角層構造の個体差の問題などを解決すべく、既成の電子線回折法および X 線回折
法によるヒト皮膚角層の構造解析法に様々な改良を加え、それらを用いて構造解析実験を実施
し、種々の物質と角層の相互作用を明らかにすることを最終目的として研究を展開している。本
研究では、特に、生体及び薬剤の基本物質である“水”に着目し、水分子が角層の構造に与え
る影響や、水分子の角層内での挙動を明らかにすべく、様々な実験を実施した。 
電子線回折実験においては、検出器や光学系に工夫を加えることで、試料に対する電子線
の照射量を可能な限り低減化し、常温下で簡便に角質細胞の構造解析できる手法を確立した。
この手法を利用して、従来よりも格段に多くの試料を採取して構造解析を実施し、試料採取時の
TEWL 測定の値との相関解析を実施することで、角層の構造と水に対するバリア機能の関係性
について評価した。 
X 線回折実験においては、含有水分量の異なる角層の構造を詳細に解析することで、角層
内部に存在する水分子が角層の構造そのものに与える影響を解析した。さらに角層の構造と角
層内を移動する水の移動性を同時にモニターすることが出来る試料保持装置を開発し、それを
用いて温度変化解析を実施することで、角層の構造と水に対するバリア機能の関係性について
詳細に解析した。これらの結果について報告する。 
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2．手法 
 
2.1 電子線回折法による皮膚角層の構造と経皮水分蒸散量（TEWL）の関係解析 
 
2.1.1 グリッドストリッピング法による角質細胞の採取 
加速電圧が 100 kV 程度かそれ以上の一般的な透過型電子顕微鏡を用いることで、角化
し扁平状になった角質細胞（厚さ 200 nm 程度）由来の電子線回折像を取得することができ
る。しかし、角質細胞が 2 個以上重なると、もはや解析可能な回折像を取得することは出来な
いため、角質細胞 1 個を中空の状態（電子線の透過経路に支持基盤や接着剤の膜がない状
態）で保持し、電子顕微鏡内に固定する必要がある。この試料条件を達成するのが、
Pilgram らが開発したグリッドストリッピング法である[32]。我々はこの方法を参考にし、独自に
グリッドストリッピング法による試料採取の方法を確立した。以下に、本研究で行ったグリッドス
トリッピング法による試料採取の方法について、詳細を述べる。 
電顕観察用金属グリッド（HH600, 日新 EM）に対し、酢酸エチルに溶解させた感圧型の
接着剤（ポリシック 5423A, 三洋化成）を1～2滴塗布し、直ちに過剰分を濾紙で吸い取って、
グリッドの金属格子部にのみ接着剤を塗布した。その後、常圧下で軽く乾燥させたのち、溶媒
を完全に除去するため、グリッドをロータリーポンプ真空下において一昼夜以上保存した。角
質細胞は、インフォームドコンセントの得られた健常な日本人男性被験者（22～32 歳）の角層
より採集した。この一連の手法に関しては、関西学院大学におけるヒトを対象とした疫学調査・
生命科学実験倫理委員会より承認が得られている。 
まず皮脂や汚れを除去するために、角質細胞を採取する部位の皮膚表面をうすい洗剤で
軽く洗浄した後、ぬるま湯でよくすすいで 20 分間 25℃程度に設定された室内で順化させた。
その後、通常のセロテープによる角層剥離（テープストリッピング）を 3 回実施し、最表層数層
の角質細胞を除去した。これは角層の最表層には、汚れや皮脂などが陥入しており、それら
により細胞間脂質の配列構造に影響を受けた角層を除去するための措置である[32][54]。4
回以上のテープストリッピングは、特に角層が薄い顔面部などでは痛みなどが伴う可能性があ
るため、今回は実施しなかった。3 回のテープストリッピングを行った後、直ちに接着剤を塗布
したグリッドを用いて角質細胞を採取した。図 6 にグリッドストリッピング法によって採取され、
白金パラジウム膜を蒸着した角質細胞の走査型電子顕微鏡（SEM）写真を示した。電顕観察
用グリッドの六角形の金属格子部に接着剤が塗布され、そこに角質細胞が付着している様子
が観察された（図 6a）。さらにグリッドの裏面側から SEM で観察すると、グリッド孔部分には接
着剤の膜は形成されておらず、角質細胞が中空の状態で保持されていることが確認された
（図 6b）。 
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図 6 グリッドストリッピング法にて採取された角質細胞 
 
  図はグリッドストリッピング法にて採取された角質細胞を、（a）グリッド表面側からと、（b）
グリッド裏面側から SEM で観察した様子を示している。（a）角質細胞の体内側表面の皺状構造
が観察できる。（b）さらにグリッド裏面側から観察した角質細胞表面（体外側表面）にもわず
かな皺模様が観察されており、接着剤の膜によって金属グリッドの孔が閉塞されることなく、
中空の状態で角質細胞が採取されていることが確認できる。 
 
 
 
作製した角質細胞が付着したグリッドを用いて、（i）電子線のビームダメージが角質細胞の
構造にどのような影響を及ぼすのかを評価する実験を、および（ii）6 名の被験者の額、頬、前
腕内側部より角質細胞を取得し、部位による構造特性の違いや同時に測定した TEWL 値と
の相関性を解析する実験を実施した。 
 
 
2.1.2 常温下での電子線回折実験 
角質細胞の電子線回折実験は、透過型電子顕微鏡（JEM-1400,日本電子）を用いて実施
した。電子線の加速電圧を 100 kV（波長=0.0037 nm）に設定し、グリッドストリッピング法に
より得られた試料を電子顕微鏡内部に挿入して、そこに直接電子線を照射して室温下で回折
像を取得した。装置設定上のカメラ長を 150 cm にし、金の単結晶の（2, 0, 0）面の反射
（d=0.204 nm）を用いて、回折像の s 値（s=2sin/, 2；散乱角,；電子線の波長）を補正し
た。また、他の角質細胞に電子線を照射しないようにするため、電子線の照射面積を 500 
m2 程度に制限し（角質細胞 1 個の面積はおおよそ 1000m2 [55]）、フラックス密度を 0.5–
5 e·nm−2·s−1 に、1 データあたりの露光時間を 0.5 sec に設定して実験を実施した。さらに試
料に照射される電子線の平行性を確保するため、電子線が結像する位置の照射領域のほぼ
中央付近に、8.4 m 程度の直径を持つ制限視野絞りを挿入して回折像を取得した。これに
より 1 つの回折像には、1 つの角質細胞の 55 m2 程度の表面領域の構造情報が含まれるこ
とになる。検出器にはイメージングプレート（IP）や高感度 CCD カメラ（ES500W Erlangshen, 
Gatan）を用いた。 
以上のような設定の下、まず、試料グリッドの外枠に電子線が照射されるように試料ステー
ジを移動し、電子顕微鏡の観察モードを実像モード（観察倍率×10k）に設定して実像観察を
行った。電子線が照射されていない角質細胞からのみ回折像を取得するため、グリッド外枠
から順にジグザグ状に試料ステージを移動させて角質細胞を探索した。一旦、角質細胞が視
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野内に観察されれば、ビームダメージを避けるため、ただちに TEM の照射系に電子線シャッ
ターを挿入した。その後、観察モードを回折モードに切り替え、シャッターを開くとともに試料
及び検出器に露光を開始して回折像を取得した。その後、電子線のビームダメージを解析す
る実験においては、シャッターを使用せずに角質細胞に対して連続的に電子線を照射し、一
定の時間間隔で回折像を取得して、その構造の変化の様子を解析した。また、ヒトの体の部
位による角層構造の違いを解析する実験においては、回折像の取得後再び実像モードに切
り替え、試料ステージを移動して別の角質細胞を探索し、上記の操作を繰り返して複数の角
質細胞より回折像を取得した。おおよそ 1 グリッドあたり 20～30 個の角質細胞由来の回折像
を取得し、回折像より得られる各構造パラメータを平均化することで、角質細胞の部位間の構
造上の違いを解析した。最後に、試料の Z 軸方向（レンズの光軸方向）の位置情報を取得し、
後の解析において回折像の s 値の補正を行った。図 7 に観察された角質細胞由来の電子線
回折像の代表的なパターンを示した。 
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図 7 代表的な角質細胞由来の電子線回折像 
 
 様々なヒトの、様々な部位より採取された角質細胞由来の電子線回折像を示した。電子線
の強度が強いところが白色で、弱いところが黒色で示されている。中央付近の白丸は電子線
のダイレクトビームによるものであり、その周りのリングやアーク、スポット状のパターン
が角質細胞の細胞間脂質やケラチンなどの構造に由来するものである。図から明らかなよう
に、二重、三重のリング状の回折像がはっきり確認できるものや、リングが途切れてスポッ
ト状になっているもの、リング自体がはっきり確認できないものなど、回折像のパターンは
多岐に渡る。このような回折像の特徴より、角質細胞由来の回折パターンは不均一であり、
構造の多様性が大きいことがわかる。中央の+印は回折リングの位置から読み取ったビーム
中心の位置をあらわす。 
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2.1.3 電子線回折のデータ解析 
取得した電子線回折像について、まず得られたリングもしくはアーク状の回折パターンから
ビーム中心の位置を割り出し、同一周回上で方位角方向に積算し、さらに円周長さで規格化
して１次元化プロファイルに変換して解析を行った（図 8a）。ここで説明のため、s=2.4 nm-1 付
近の Hex 及び Ort 構造由来の回折ピークを Pk24、s=2.7 nm-1 付近の Ort 構造由来の回
折ピークを Pk27 とする。細胞間脂質の配列構造については、１次元化プロファイルにおける
Ort 及び Hex 構造由来の回折ピークを以下の（1）、（2）式のようなガウス関数もしくはローレ
ンツ関数とベースライン関数でフィッティングし、ピーク中心や面積、ピークの半値幅を算出し
た。ガウス関数（1）、ローレンツ関数（2）でのフィッティング式を以下に示す。 
 
 
        … (1) 
 
 
 
… (2) 
 
 
ここで、Ii は散乱強度の比例係数、si はピークの中心位置、i はピークの半値全幅を表す。ま
た、a、b、n については、ベースラインをフィッティングした関数の各パラメータである。フィッテ
ィングの適合性から判断して、上記のモデル関数のうち、X線散乱プロファイルにおけるPk24
ではローレンツ関数を、それ以外のピークは全てガウス関数を用いて解析を実施した。 
図 8 に代表的な角質細胞由来の電子線回折 1 次元化プロファイルを示した。Pk24 はす
べてのプロファイルで確認されたのに対し、Pk27 が小さくほとんど同定できないようなプロファ
イルも観察された（図 8a）。Pilgram らは、バリア機能が低下していると考えられる病変皮膚で
は、Ort 構造が少なくなっていることを報告しており[37]、従って Ort 構造の存在率は TEWL
等のバリア機能に影響する可能性が示唆される。そこで、まず Pk24 に対する Pk27 のピーク
面積の比を見積もることで、Ort 構造の存在率を算出した。ただ、この計算結果は、ベースラ
インの設定方法に大きく依存し、ベースラインやピークの同定が難しい電子線回折プロファイ
ルでは大きな誤差を含む可能性がある。そこで、Ort 構造の出現頻度を数値化するため、図
8b のように Pk24 から Pk27 が出現する s の範囲で 2 階微分を取得し、その符号の反転の
様子から Pk27 の存在の有無を判定した。これら 2 種類の方法で、角質細胞内に存在する
Ort 構造の解析を行った。 
 
 
  
 
basssIsI n
i i
i
i
i 


   2
2
2exp2)( 
  basss
IsI n
i ii
ii 
 224)( 

17 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 8 角質細胞の電子線回折像の 1次元化プロファイルとその解析の方法 
 
 前腕内側部より採取した角質細胞の電子線回折像の 1次元化プロファイルを示した。縦軸
が電子線の回折強度 arb. units、横軸が散乱ベクトル s nm-1 であり、青色実線が散乱プロ
ファイル、赤色実線が散乱プロファイルのベースラインのフィッティング結果をあらわす。
（a）角質細胞由来の 1 次元化プロファイル(s=1～5 nm-1)には、細胞間脂質の Hex 及び Ort
構造の両方の側方配列構造に由来するピーク（Pk24）と、Ort 構造のみに由来するピーク
（Pk27）、Pk24 のやや小角側に位置するピーク（ケラチンや Liq 相由来と考えられている）
の主に 3つのピークが出現する。図内の赤色点線が、ピーク分離した結果同定された Pk24 と
Pk27 を示す。（b）また、Pk27 の出現を確認するため、1 次元化プロファイルの Pk24 から本
来 Pk27 が出現する位置（図内赤色点線）までの 2階微分を取得し、符号が変化する点の有無
から Pk27 の存在を判定した。この回折像では、目視でも Pk27 付近の盛り上がりが確認でき、
Ort 構造の存在が確認されているが、実際には目視で判別できないようなパターンも多く、
当手法による判定が必要であった。 
 
  
18 
 
図 7 から明らかなように、角質細胞の電子線回折像のパターンは、リングやアーク、スポット、
或いはそれらの組み合わせなど多岐に渡る。我々が予備的に実施した角質細胞の電子線回
折実験では、腕に比べて額や頬でスポット状の回折パターンが多く得られ、またアトピー性皮
膚炎の症状を持つ被験者から採取した角質細胞においても、同様にスポット状の回折パター
ンが多く得られることが示唆された。リングやスポット、アークなどの回折像の方位角分布から
は、細胞間脂質炭化水素鎖の側方配列のドメイン構造に関する情報が得られる。一般的には、
ドメイン構造が存在すると、その境界では格子欠陥による隙間が生じると考えられ、ドメイン構
造の分布の様態が物質の膜間透過、すなわちバリア機能に少なからず影響を与えている可
能性が考えられる。従って TEWL との相関を考える上で、当パラメータは大変興味深い。しか
しながら、このような 2 次元の回折強度分布を定量的に評価する適当な分析手法は今のとこ
ろ確立されておらず、従って、下記の 2 種類の方法により、回折パターンのスポット性につい
て定量的に評価することを試みた。 
図 9 は、電子線回折像（a）とその Pk24 の位置での電子線強度の方位角依存性（b）を示し
ている。図 9b の方位角依存性では、回折像が均一なリング状であればより平坦な強度分布
プロファイルとなり、スポット状であれば凹凸のある強度分布プロファイルとなる。そこで、この
プロファイルの平坦性を定量的に評価することで、回折パターンのスポット性について評価す
ることを試みた。具体的には、次式（3）のように同一周回上で順にそれぞれの角度nにおける
回折強度値を積算していき、T(n)とn の相関係数を計算して、回折強度の方位角依存性を
定量化することで、回折パターンのスポット性について定量的に評価した。 
 
… (3) 
 
この手法は、モデル直線からのズレの程度を求めることで、回折パターンのスポット性を評価
しようとするものである。通常、このような直線からのズレの程度を評価する場合は、平均強度
直線からの分散が用いられる。しかし、当解析に分散をそのまま用いると、回折強度分布プロ
ファイル内に鋭いピークが数個しか存在しないような場合に、そのスポット性を低く見積もって
しまう可能性がある。そこで（3）式のような回折強度の積算関数を求め、n との相関係数を求
めることにより、回折像のスポット性を評価する手法を採用した。 
この手法の問題点は、逆に鋭いピークが回折強度プロファイル内に多数存在するような場
合には、スポット性を低く見積もってしまう可能性があることである。そこで、方位角の回折強度
プロファイル中に、ある閾値以上の強度値と、閾値以下の幅を持つピークが 1 つでも存在する
かどうかを判定することで、スポット状の回折像の観察頻度を算出する方法（図 9b 挿入図）に
ついても検討した。これらの手法による解析結果を、部位間での構造比較や TEWL との相関
解析に適用した。 
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図 9 細胞間脂質側方配列ドメイン構造の異方性の解析手法 
 
 代表的な角質細胞由来の電子線回折像（a）と、それらの回折像の Pk24 の位置での強度の
角度分布プロファイル（b）を示した。a図の点線の位置における矢印の方向の強度分布が b
図で示されている。b 図の角度分布プロファイルでは、縦軸に回折強度、横軸に適当な個所
（a 図の点線矢印の始点の位置）からの方位角を示し、特徴的な 2 つのパターン（上：スポ
ット状の回折像、下：リング状の回折像（a図に対応））を示している。この強度分布プロフ
ァイルの凹凸の程度を解析するため、方位角 0°からまで強度値を積算して得られる関数
T()ととの相関係数を計算する方法と、角度分布プロファイル内に適当な閾値以上のピー
クが存在するかどうかを判定する方法（b内の挿入図）の 2種類の解析を行った。 

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2.2 X 線回折法による皮膚角層の構造と TEWL の関係解析 
 
2.2.1 X 線回折実験における角層試料の調製 
電子線と比べて、X 線の角質細胞に対する散乱は弱いので（表 1 参照）、X 線回折では非
侵襲量の試料で実験を行うことは難しい。解析可能な強度を持つ回折像を取得するためには、
数 cm2程度の表面積を持つ角層全層（角質細胞 10 層程度）を試料として用いる必要がある。
通常このような角層試料の調製には、真皮を含む皮膚組織全体の摘出措置が避けられず、
従って我々は、美容皮膚科で脂肪吸引等の痩身施術後、余って不要となり切除され、廃棄さ
れる皮膚を実験に用いた（Biopredic, France より購入）。皮膚の摘出後、Biopredic 社にお
いて直ちに表皮層のみが機械的に剥離され、トリプシンなどの酵素処理で顆粒層以下の細胞
を分解した後、角層のみが分離抽出される。この角層の調製法に関しては、Bouwstra らの
論文に詳細が記載されているのでここでは割愛する[31]。摘出された皮膚を実験等に用いる
ことについては、被験者よりインフォームドコンセントが得られ、フランスの法律に基づいて皮
膚が採取されていること、また HIV や肝炎等のウイルスに感染していないことが Biopredic 社
において確認されている。さらに、関西学院大学ヒトゲノム･遺伝子解析研究安全倫理審査委
員会においても、当実験においてこれらの角層試料を使用することが、問題ないと確認されて
いる。 
購入したヒト角層試料は、まず室温下の油回転ポンプ真空槽で 1 日以上乾燥処理し、実験
で使用するまでそのままの状態で保管した。実験で使用する 1 日前に真空槽から角層を取り
出し、適当な大きさにカットした角層の乾燥重量を測定し、そこに過剰な水を付加して水分が
過飽和状態となるように調製した。その後、乾燥窒素気流下において、質量を測定しながら再
び適当な水分量になるまで乾燥させ、目的の量の水分が角層に含まれるように調整して実験
に供した[56]。 
 
 
2.2.2 外部環境 2 分型薄膜構造解析用試料セルの開発とそれを用いた X 線/TEWL 同時測
定について 
X 線の角層に対するビームダメージは電子線に比べて格段に低いので、X 線による角層の
構造解析実験では同一試料の同一箇所に連続的に X 線を照射して、その構造の時間変化
を解析することが可能となる。また、実験は大気圧下で実施することができるので、試料周りの
環境を、様々な条件に設定して実験を展開することができる。この X 線回折法の特長をうまく
活かし、我々は、八田らが開発した様々な溶液を作用させたときの角層の構造変化を連続的
に解析することが出来る“溶液セル”（図 10）を用いることで、有機溶媒が細胞間脂質の配列
構造を溶解していく様子などを明らかにすることに世界で初めて成功している[35]。 
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図 10 溶液セルの概略図 
 
     溶液セルを用いた X 線回折測定の概略図を示した。セル内部には中央に穴が開いたガラ
スウールが充填されており、そこに角層試料を圧縮して固定する仕様となっている。セル内
に注入された溶液は、ガラスウールの隙間を通って試料に到達し、試料周りを過剰な溶液で
満たしつつ、溶液排出口へ導かれる。溶液を作用させても試料が動かず、連続的に同一部位
からの X 線回折像を取得することができる。これにより、構造に局所差がある角層のよう
な試料においても、浸透する溶液の様子やその際に生じる角層の微細な構造の変化を高感
度に捉えること可能になった。 
 
 
 
この溶液セルは、試料の位置を精度よく固定することができ、よって局所差の大きい角層の
ような生体試料であっても、溶液の浸透による角層の微細な構造変化を感度良く捉えることが
できる。我々は、この溶液セルの特徴を活かしつつ、より広範囲の実験を実現することができ
る“外部環境 2 分型薄膜構造解析用試料セル（外部環境 2 分セル）”（特開 2013-205077）
を開発した（図 11）。この外部環境 2 分セルは、溶液注入時にも角層試料が動かないという溶
液セルの特徴をそのまま継承しており、さらに角層のようなシート状の試料をシート状のままセ
ル内に固定する仕様にすることで、試料の表裏の環境を自在に制御しつつ、同時に X 線回
折等による構造解析を実施できることが大きな特長である。試料は入射 X 線に対して 45°程
度傾けて設置する構造となっており、これにより、角層試料の表面側だけに溶液を塗布すると
いうような、より実際に近い薬剤の皮膚への塗布環境下における角層の X 線構造解析実験を
実施することができる。さらに、角層の下部を水で満たし（体の内部環境を想定）、上部から
TEWL を測定しつつ、また同時に X 線回折による構造解析を実施するというような“機能”と
“構造”の同時解析が可能となった。前項で述べたように、角層中の細胞間脂質分子は、角層
面に対して垂直に配向し、さらに角層面と平行なラメラ構造を形成している。よって、このような
斜入射環境での X 線回折実験においては、ラメラ構造由来の回折ピークは上下方向に、細
胞間脂質側方配列構造由来の回折ピークは左右方向に出現する。このような配向性に関す
る情報が得られることも、外部環境 2 分セルの一つの特長として挙げられる。 
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図 11 外部環境 2分セルの概略図と X線/TEWL 同時測定実験の様子 
 
  （a）外部環境 2分セルの中央部にシート状の試料を入射 X線に対して 45°程度傾けて設置
し、その上部には溶液注入口及び TEWL などの検出器の設置パーツが、下部には水などの溶
液のリザーバとなるパーツが接続される。試料はペルチェ素子が連結した中央に穴が開い
た金属板（a図の太線）に設置されており、温度を自在に変化させることが出来る。また試
料の乾燥を防ぐため、X 線の入出射窓はカプトン膜でカバーされた構造となっている。（b）
SPring-8 BL03XU（第 2 ハッチ）における当試料セルを用いた実際の X 線及び TEWL 同時測
定実験の様子を示した。b 図中央に設置された外部環境 2 分セルの上部に、開放型の TEWL
測定プローブ（VapoMeter）が接続されている。図の右側（上流側）のパスより入射された
X線が、中央の試料セル内の角層試料で回折され、左側の真空パスの下流側に設置された検
出器で検出される。 
 
 
 
外部環境 2 分セルの内部には、X 線が透過可能な穴が開いた試料保持用の金属板が入
射 X 線に対して 45°程度傾けて設置されている。さらに、その金属板とペルチェ素子及びヒ
ートシンクを直接連結することで、シート状試料の精度良い温度制御を実現した。試料の温度
は、試料直近の金属板裏面に設置された白金測温抵抗器で測定され、またペルチェ素子の
制御にはペルチェコントローラードライバ（TDC-1010A、CELL）を用いた。 
X 線/TEWL 同時測定実験では、皮膚の表面側を上にしたシート状の角層試料を外部環
境 2 分セルの中央に設置し、下部パーツを蒸留水で満たして角層下部の裏面側に水が接す
るように固定した。試料より上部の各パーツの接続箇所にはシリコンゴム製のワッシャーを取り
付け、内部をほぼ完全に密閉できる構造とした。さらに、上部パーツに専用のアダプタを接続
し、そこに TEWL の測定プローブを直接取り付けて、角層試料の昇温過程における TEWL
値の変化を連続的に計測した。同時に角層由来の X 線回折像も取得し、両者の温度変化特
性の対応関係について詳細に調べた。なお、TEWL の測定には、閉塞型ポータブル水分蒸
散計（VapoMeter、Delfin）を用いた[57][58]。 
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VapoMeter により測定される TEWL の値は、以下の（4）式のようなフィックの拡散式に基
づき算出される。 
 
  ・・・(4) 
 
ここで、m は移動した水分の質量、D は大気圧下における空気中の水分子の拡散係数（D = 
0.0877 g/m/h/mmHg）、A は筒状の測定プローブの面積、x は測定位置と皮膚表面との距
離、p は x 位置での大気中の水蒸気圧を表す。TEWL 測定装置の計測プローブの内部に
は、皮膚表面から距離 x の位置に温度湿度センサーが組み込まれており、その測定値の時
間変化より dp/dx の値を見積もり、TEWL 値（= 1/A･dm/dt）に変換してアウトプットされる仕
様となっている。X 線と TEWL の同時測定においては、同一温度において一定時間おきに
TEWL 値を 3 回取得し、それらのデータの平均値を求めて TEWL 値の温度依存性を解析
した。 
 
 
2.2.3 X 線回折法 
角層試料の X 線回折実験は、大型放射光施設高輝度光科学研究センター（SPring-8）の
ビームライン 03XU（フロンティアソフトマター開発専用ビームライン；FSBL）第 2 ハッチ及び
40B2（構造生物学Ⅱビームライン）にて実施した（図 12）。これらのビームラインの詳細につい
ては、他の文献に記載されているのでここでは省略する[59][60]。X 線のエネルギーを 14 
keV（波長；0.0886 nm）、カメラ長を約 550 mm に設定し、検出器には、300×300 mm2 の
検出面積を持つ高速イメージングプレート X 線検出器（R-AXIS Ⅶ、RIGAKU）を用いて小
広角同時測定を実施した。また、サンプル位置における X 線の照射領域は、おおよそ 0.2 ×
0.2 mm2 に設定した。さらに両ビームラインでおおよその X 線強度を合わせるため、03XU で
は Mo のアッテネータを使用した。1 データの露光時間を 30 秒に固定し、動的実験における
データの取得間隔は、当高速イメージングプレート X 線検出器の最速データ取得間隔（IP-1
枚使用でレーザーシングルヘッド読み取り設定時）である 180 秒に設定した。回折光の逆光
子空間の s（s = (2/)sin(2/2), は X 線の波長, 2は X 線の散乱角）値は、無水コレステロ
ール粉末のラメラ反射の面間隔（d=3.39 nm）を用いて校正した。取得した X 線回折像につ
いては電子線回折実験と同様に、方位角方向に 1 周積算して得られた 1 次元化プロファイル
の細胞間脂質由来ピークに、（1）および（2）式のモデル関数をフィッティングし、そのピーク位
置や面積、ピーク幅を定量的に解析した。なお、X 線と TEWL の同時計測においては、試料
の昇温速度を 0.6℃/min とし、20℃から 70℃の温度範囲で 1.8℃間隔（即ち 180 秒間隔）で
回折像を取得して、角層構造の温度依存性を解析した。 
 
  
dx
dpAD
dt
dm 
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図 12 SPring-8 における X線回折実験の様子 
 
SPring-8 ビームライン 03XU（第 2ハッチ）（a）及びビームライン 40B2（b）のハッチ内
にて、上流側より撮影した。どちらのビームラインにおいてもほぼ同様の計測システムが
構成されており、角層試料の小広角同時解析が実施できる。 
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3．結果 
3.1 電子線回折法によるヒト皮膚角層の構造と TEWL との関係解析 
   3.1.1 常温下における電子線回折手法の確立 －ヒト角層に対する電子線ビームダメージの
影響解析－ 
Pilgram らによって導入された角層の電子線回折法は、ヒトの角層の細胞間脂質の配列構
造を非侵襲的に解析することができる非常に画期的な分析手法であった[32][37][61]。角層
に対する電子線のビームダメージは大きく、一般的な電子線回折の方法では角層の構造が
直ちに破壊されてしまい、角層本来の構造情報を得ることは難しい。これに対し、Pilgram ら
は試料を極低温（液体窒素温度）に冷却することで、電子線のビームダメージを抑制できるこ
とを報告している[32][37][61]。実際に我々がこの手法でビームダメージの影響を評価したと
ころ、室温下における測定と比較して大幅にビームダメージによる試料の構造変化を抑制で
きることがわかった。しかしながら、一般に、角層を冷却すると細胞間脂質は相転移することが
知られており、常温下における角層の構造情報が失われる可能性がある。また、実験精度の
低下の大きな要因となる大気中の水蒸気による氷晶の出現を抑制するため、①室温下での
試料設置、②電子顕微鏡内部（高真空下）への試料の移動、③極低温への冷却（温度が安
定するのに 30 分程度待機することが必要となる）、④再び室温に戻して試料を取り出す、とい
う一連の手続きを試料交換の度に踏む必要があり、結果的にこのことが当手法の大きな利点
である汎用性を大幅に低下させていた。そこで我々は、電子線の照射量を大幅に低減化し、
試料のビームダメージを極力抑制することで、室温下での角層の電子線回折実験が実現可
能かどうか検討した。 
我々はまず、電子線の照射量を抑制するために、Pilgram らが用いた写真フィルムより高
感度の検出器の導入を検討した[32][37][61]。高感度検出器としては、イメージングプレート
や CCD カメラを用いた。特に CCD カメラは、通常のボトムマウントタイプのものではなく、感
度特性や側方分解能に優れるサイドマウントタイプの高感度デジタルCCDカメラを採用した。
さらにビームシャッターを用いることにより、回折像取得時以外の露光を極力抑制するよう努め
た。これらの処置により、従来法よりも電子線の照射量をおおよそ 1/10 程度にまで抑制できる
ことがわかった。 
このような実験条件下における、室温下での角質細胞に対する電子線のビームダメージの
影響を評価した実験結果を、図 13 に示した。この実験では電子線のフラックス密度を 0.5 
e·nm−2·s−1 に設定し、連続的に角層試料に電子線を照射して一定の時間間隔で回折像を取
得した（図 13 a-d）。得られた回折像を同一円周上に沿って積算して一次元化し、（1）、（2）式
を用いてモデル関数をフィッティングして細胞間脂質由来のピークである Pk24 と Pk27 のピ
ークトップの s 値を求めた。電子線の照射量と s 値の変化の関係について、図 13e にまとめ
た。 
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図 13 電子線のビームダメージによる角質細胞由来の回折像の変化の様子（a-d）と 
Pk24 と Pk27 の s 値の変化（e） 
 
 （a-d）角質細胞に電子線を照射し続けた時の、回折像の変化の様子を示した。それぞれ
の回折像の単位面積あたりの電子線照射量は（a）3 e/nm2、（b）20 e/nm2、（c）30 e/nm2、
（d）50 e/nm2である。（e）縦軸を s値に、横軸を角質細胞に対する電子線の照射量に設定
し、ビームダメージによる Pk24、Pk27 両回折ピークのピーク位置 s の変化の様子を示し
た。図中の 2か所の帯は X線回折や、電子線回折においてビームダメージがほぼない状態
で観察される Pk24 及び Pk27 の s 値のおおよその範囲を示した。 
 
 
 
図 13 a-d の一連の回折像の変化の様子より、角質細胞に電子線を照射し続けると、まず
広角側の回折ピーク（Pk27）が小角側へとシフトしてやがて消失し、その後、内側の回折ピー
ク（Pk24）が小角側へとシフトして、最後にフェードアウトしていくような変化を示すことがわか
った。それらの回折像を 1 次元化し、電子線の照射量に対するピークトップ位置の変化を詳
細に解析した結果を図 13e に示した。この図より電子線の照射後間もなく Pk27 が徐々に小
角側にシフトし、25 e/nm2 程度の照射量で完全に消失、続いて 30 e/nm2 程度より Pk24 が
小角側にシフトして、55 e/nm2 付近まで一定の値を取ることがわかった。 
X 線回折や、ビームダメージが無い条件での電子線回折実験において観測される角質細
胞の Pk24、Pk27 の s 値は、個体差にもよるがおおよそ図 13e で示した帯線の範囲内に収
まっている。これらの結果より、今回の通常観察時の電子線照射量である 0.5 – 1.0 e/nm2 と
いう値での実験においては、ほぼビームダメージは問題ないことがわかった。上述のように、
試料を液体窒素温度まで冷却した場合は様々な処理が必要となり、複数グリッドからデータを
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取得する場合の 1 グリッドあたりのデータ取得時間（20～30 データ）はおおよそ 3～4 時間程
度であるが、常温下での測定では、おおよそ 1 時間程度で取得することができ、よって、数多
くのデータを取得し、統計学的な処理を要する本手法においては、60～70％の時間短縮は
非常に有効である。従って本検討により、室温下での角層試料の電子線回折法が実現可能
であることがわかり、当手法の汎用性を大幅に向上させることに成功した。 
 
 
3.1.2 電子線回折法によるヒト角層構造の解析手法の確立とそれを用いた角層構造と TEWL
の関係解析 
哺乳類の多くには皮膚角層が備わっているが、その構成成分や物性は、種によって異なっ
ていることが知られている[62][63]。また最近の研究によると、角層内に存在する細胞間脂質
の成分や配列構造にも種差があることが報告されており[64][21][23]、角層の多様性が明ら
かにされつつある。さらに、実際に我々が角層の構造を詳細に解析したところ、同一種、それ
以上に同一個体であっても、構造上の差異（個体差、部位差、局所差）が少なからず存在して
おり、また角層内に含まれる水分の量や試料の調製法によってもその構造を変化させることが
わかってきた（これについては 3.2.1 で詳細を報告する）[35][22]。このように多様性を持つ角
層について、その機能（TEWL）との関係性を評価するためには、多くのヒトの様々な状態に
ある角層を網羅的に統計学的に解析することが必要不可欠となる。このような解析を実現する
ためには、試料を非侵襲的に採取することが必要不可欠となるが、この際に威力を発揮する
のが電子線回折による角層の構造解析である。上述のように電子線回折実験では、グリッドス
トリッピング法を用いて角質細胞を採取するが、通常のセロテープによる剥離と同様、角層ほ
ぼ 1 層分だけを採集することができ、非侵襲的な実験展開が可能となる。さらに、我々が確立
した常温下での角層の電子線回折法を用いることで、従来法よりもより簡便に多量のデータを
取得して、統計学的に角層の構造特性を分析することが可能となる。そこで我々は、当手法を
用いて 6 名の被験者の異なる 3 部位（前腕内側部、顔面頬部、顔面額部）から角質細胞を採
取し、それらの構造の個体差や部位差を解析し、また同時に TEWL を測定することで、構造
と水に対するバリア機能の関係解析を試みた。 
図 14 に、A～F の 6 名の被験者の前腕内側部より採取された角質細胞の電子線回折像を
3 パターンずつ示した。これらの回折像は意図的ではなくランダムにピックアップされたもので
ある。また、この 6 名は、特に皮膚疾患が認められない健常な皮膚を持つ被験者である。図か
ら明らかなように、同一時に、同一人の、同一部位の、同一深さから採取した角質細胞であっ
ても、その回折像は様々なパターンを示し、角質細胞の構造はバラつきが大きいことが伺われ
た。よって、これらの構造を比較する際には、多くのデータを取得して統計学的に解析するこ
とが必要であることが示唆された。 
また図 14 の回折像を観察すると、個人におけるおおまかな回折像の特徴を読み取ることが
出来る。例えば、被験者 A の Pk24 の回折パターンはアーク状になっており、また被験者 F
の Pk24 や Pk27 の回折パターンはスポット状に点在しているものが認められる。さらに、被験
者 F の 1 枚目の回折像は全体的に白っぽくなっており、像のコントラストに違いがあるように見
受けられた。Pk24 や Pk27 の強度や幅にも差異が認められ、従って、次にこれらの特徴を定
量的に評価すべく、回折像を方位角方向に積算して 1 次元化プロファイルを作成し、Pk24 と
Pk27 の強度比や Pk27 の有無を統計的に解析することを試みた。さらに、Pk24 の強度の方
位角依存性の定量解析を実施した。 
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図 14 異なる 6名の前腕内側部より採取された角質細胞の電子線回折像 
 
上から順に、6 名の被験者（A～F）の前腕内側部から採取された角質細胞由来の電子線回
折像を、3 パターンずつ示した。同一個体の同一部位から採取された角質細胞であっても、
回折像は異なっており、構造のバラつきが大きいことがわかる。被験者 Aの 3枚目の回折像
内に、Pk24 の位置を（△）で Pk27 の位置を（▲）で示した。 
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取得した電子線回折像を方位角方向に 1 周積算して 1 次元化し、得られたプロファイルに
ついて Pk24 に対する Pk27 の強度比（Pk27/Pk24；すなわち Ort 構造の存在量の指標とな
る値）を算出した結果を図 15a に、Pk27 のピーク形状から回折像の Ort パターンの出現比
率（すなわち Ort 構造の数的指標となる）を算出した結果を図 15b にそれぞれまとめた。これ
らの各データは、おおよそ 100～120 個の角質細胞より得られた回折像より計算された値であ
る。図 15a より、Pk27/Pk24 については個体差があるものの、おおよそ額や頬で小さく（～
10 %）、腕で高くなる（～20 %）傾向があることが分かった。被験者 C については、この傾向と
は一致しておらず、むしろ腕の方が Pk27/Pk24 値は小さくなっており、そのような特異な例も
認められた。しかしながら、このような部位間の傾向については、別の 6 名で実施した実験に
おいても同様の結果が得られており、高い再現性が確認されている（ここでデータは掲載して
いない）。またこの部位間の傾向について t 検定を実施したところ、P 値が額と腕の比較にお
いては 0.0240、頬と腕の比較においては 0.0046 となり、統計学的に高い有意差が認められ
ている。また同様に Ort パターンの数的評価においても、Pk27/Pk24 と同様個人差はあるが、
額、頬で少なく（～40 %程度）、腕で多くなる（～70 %）傾向が認められた。図 15 a, b の結果
がほぼ完全に対応していることから、今回使用した電子線の照射領域（～55 m2）において、
Ort 構造が存在する角質細胞にはほぼ一定の割合で Ort 構造が存在している可能性、すな
わち Ort のドメインサイズは 55 m2 よりも十分小さいことが示唆された。X 線と比べて電子線
回折の散乱のバックグランドは大きく、またピークの幅も広いので、ピークの同定には多くの時
間を要し、さらにピーク面積の解析には大きな誤差が含まれる可能性がある。しかしながら、ピ
ークの 2 階微分は、機械的に多くのデータから瞬時に取得することができ、よって、当手法を
用いて簡便にピークの形状を解析することで、Ort 構造の準定量的な評価が可能であること
がわかった。 
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図 15 角層細胞間脂質の Ort 構造の量的(a)及び数的(b)評価（個人差、部位差） 
 
6 名の被験者（A～F）の、額、頬、腕部より採取した角層試料の、Pk24 に対する Pk27 の強
度比の平均値（a）と、Ort パターンの出現比率（b）を示した。それぞれのデータはおおよ
そ 100～120 個の角質細胞より取得した回折像の平均値で構成される。個人間及び部位間に
おいて、両解析手法においてほぼ同様の傾向が認められた。 
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次に、回折像の観察時に予測された回折パターンのスポット性の程度の違いについて、そ
の個体差や部位差を定量的に評価することを試みた。図 9 のように Pk24 の位置で方位角方
向の回折強度の角度分布プロファイルを作成し、まず、ある特定の位置から周回方向にそれ
ぞれの角度n における回折強度値を積算していき、T(n)とn の相関係数を計算することで、
回折パターンのスポット性の程度について評価した。さらに、角度幅が 10°隔てた 2 点の範
囲内において、その 2 点から見積もられたベースライン強度から 30%以上強い強度点がその
範囲内に存在するかどうかをすべての角度領域においてスキャンし、回折パターンがスポット
状かリング状かを判定して、それらの存在比率を見積もりスポット性の程度を定量評価した。な
お、これらの閾値については、角質細胞の電子線回折像においてよく観察される回折スポット
の形状から適当な値を見積もった。A～F の 6 名の被験者から得られた回折像（図 14 参照）
のスポット性について、図 16a では相関係数による定量解析の結果を、図 16b には出現頻度
による定量解析の結果をそれぞれ示した。相関係数による定量評価では、その値が大きい程
スポットの程度が低く、逆に出現頻度解析では値が大きい程スポットの程度が高くなり、すな
わち両解析手法においてその大小関係は逆転する。 
図 16 より、まず被験者 E の額及び頬のスポット性が突出して高くなっていることが確認され、
観察した回折像の半数以上がスポット状のものになっていることがわかった（図 16b）。さらに、
部位間での違いに着目すると、額、頬に比べて腕では全体的にスポット性が低くなる傾向が
あることがわかった。スポット状回折パターンの出現頻度解析において、それぞれの部位につ
いて、6 名の測定値の平均値を算出し、部位間で t 検定を実施したところ、額と腕の比較での
P 値が 0.0006 に、頬と腕の比較で P 値が 0.0047 となり、これらの部位間でスポット性の程度
が有意に異なることが示された。これらの傾向は回折像の観察時より示唆されており、当解析
手法によりスポット性の程度を定量的に評価できることが示された。 
一方で、相関係数による解析結果については、統計学的に有意な部位差は認められなか
った。図 16a と 16b の対応関係を見ると、両解析手法においておおよそ負の相関があるよう
なデータが得られているが、これら両解析手法では別の事象を評価している可能性がある。
特に方位角方向の強度プロファイル中に多数のピークが存在するような場合には、相関係数、
出現頻度ともに高くなることが考えられ、このようの場合には両解析手法において、負の相関
性は得られない。今回の結果から、腕や頬よりも額で特に負に相関していることがわかり、す
なわち、額に比べて腕や頬では回折像のスポットの数そのものが多くなっている可能性が示
唆された。 
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図 16 スポット状の回折像の出現頻度（個人差、部位差） 
 
6 名の被験者（A～F）の、額、頬、腕より取得した角層の回折パターンのスポット性の程
度を 2つの手法で定量的に評価した。（a）方位角方向の回折強度分布を積算し、T(n)とnの
相関係数を計算することで、回折パターンのスポット性の程度について評価した。（b）回折
像がリング状かスポット状かを適当な閾値を設定して判定し（10°以内の角度範囲内におい
て、そのベースライン強度から 30 %以上高い強度値を示す点があるかどうかを判定した）、
スポット状の回折像の出現頻度を評価した。 
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図 14 における被験者 F の 1 枚目の回折像は、全体的にコントラストが低く白っぽい像とし
て観察されている。このような低コントラストの回折像は時折観察されることがあり、次に我々は、
回折像の強度のコントラストに着目した解析を実施した。まず、目視で回折像を確認したところ、
低コントラストの回折像は腕よりも額や頬において頻繁に観察されることがわかり、特に被験者
E においてその出現頻度が異常に高くなっていることがわかった。このような回折像のコントラ
ストの変化には、ベースラインの強度に変化が伴っていることが予測され、そこで 1 次元化プ
ロファイルのベースラインの強度値の減衰の様子を評価することで、回折像の見え方の違いを
定量化することを試みた。具体的には、1 次元化プロファイルにおける小角側のダイレクトビー
ム付近（s < 1.0 nm-1）と脂質及びケラチンの散乱ピーク付近（1.5 nm-1 < s < 3.0 nm-1）を除
く領域に、（1）式のベースライン関数   bsasI n   をフィッティングし（Simplex 法による）、
得られた n の値について、各個人及び部位間で比較した。図 17a, b では、腕及び額から得
られた代表的な回折像とその 1 次元化プロファイル、1 次元化プロファイルのベースラインを
赤点線で示し、さらに、そのフィッティング関数の指数 n について各個人や部位でまとめた結
果を c に示した。これらのデータは、各個人のそれぞれの部位について、100～120 個の 1 次
元化プロファイルのフィッティング結果の平均値より構成される。 
図 17c より明らかなように、個人間での値のバラつきがあるものの、全ての被験者において
ベースラインパラメータ n の値（絶対値）が、額、頬、腕の順に大きくなることがわかった。この
ような系統的な一連のデータは、ベースラインパラメータ n を抽出することにより、部位間だけ
でなく個人間での構造特性の違いを明らかにできる可能性を示唆している。特に、被験者 E
では、全ての部位でその値が極端に小さくなることがわかり、特異な構造特性を持つ角層の
定量評価に使用できる可能性を示唆している。また、これらの結果について部位間で t 検定
を実施したところ、額と腕の比較において P 値が 0.001 以下、頬と腕の両方の比較において
P 値が 0.004 となり、ベースラインパラメータ n がそれぞれの部位間で有意に異なることが明
らかとなった。これらの結果より、今回確立した 1 次元化プロファイルのベースラインの解析手
法により、角質細胞の回折像の強度の減衰特性を定量的に解析することで、角質細胞の構
造特性を評価できる可能性が見出された。 
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図 17 ベースラインパラメータ nによる回折像の強度のコントラスト差の解析 
（個人差、部位差） 
 
（a, b）腕（a）及び額（b）より採取された角質細胞の代表的な回折像とその 1次元化プ
ロファイルを示した。またそれらの 1次元化プロファイルのベースラインをプロファイル内
に赤点線で示した。このベースラインは s =1.0～4.5 nm-1 (細胞間脂質やケラチン由来の反
射が観測される s =1.5～3.0 nm-1の範囲を除く)の範囲内にモデル関数   bsasI n   を
フィッティングすることで抽出されたものである。（c）フィッティングの結果得られた各個
人のベースライン関数のパラメータ nの値（100～120 個のデータの平均値）を部位ごとに示
した。 
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最後に、電子線回折で得られた角質細胞の各構造パラメータと TEWL の値について、そ
の両者の相関解析を実施した。角質細胞の採取時に測定した TEWL の平均値（5 回の測定）
と、Pk27/Pk24、スポット率及びベースラインパラメータ n の各構造パラメータとの相関性につ
いて、図 18 でまとめた。 
まず、TEWL の値そのものは部位間で有意に異なり、腕に比べて額、頬で高くなる傾向が
認められた（図 18a）。また 6 名中 5 名において、頬よりも額の TEWL 値が高くなっており、
TEWL の値は額、頬、腕の順に高くなっていることが示唆された。額において高い TEWL 値
を計測した被験者 E、F については、その他の部位でも高い TEWL 値が計測されており、人
による TEWL 値の違いの傾向も明らかとなった。 
次に、TEWLと角層の各構造パラメータの相関性を解析するために、横軸をTEWL値に、
縦軸を Pk24 に対する Pk27 の強度（Pk27/Pk24；すなわち Ort 構造の存在量に相当）（図
18b）、スポットパターンの出現率（図 18c）、ベースラインパラメータ n（図 18d）とした図をそれ
ぞれ示した。これらのデータは、各個人の 5 回の測定（それぞれの測定における構造パラメー
タの測定結果は 20～24 個のデータの平均値より構成）時の結果についてまとめられており、
従って各部位のデータは 30 個（5 回×6 名）のデータ点より構成される。 
これらの結果に基づき部位ごとの特徴をまとめると、腕では TEWL 値が低く、Ort 構造が
多く、スポット率が低く、ベースラインパラメータ n の値が大きい傾向があり、額や頬では全く逆
の傾向を示すことがわかった。さらにこれらの TEWL 値と角層の各構造パラメータとの相関性
について詳細に解析するため、TEWL 値と各構造パラメータの相関係数 R を見積もったとこ
ろ、Pk27/Pk24 とベースラインパラメータ n に、比較的高い負の相関性が認められることがわ
かった（それぞれ、相関係数は R = -0.438、R = -0.422）（図 18 b 及び d 内に表示）。スポッ
ト状回折パターンの出現率については、個人や測定ごとのバラつきが大きく、TEWL 値との
相関性は確認されなかった（R = 0.221）。 
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図 18 TEWL の値と角質細胞の各構造パラメータとの相関解析 
 
（a）TEWL の値について 6名の被験者のそれぞれの部位における平均値を示した。（b, c, 
d）電子線回折より得られた角質細胞の各構造パラメータの値（順に Pk27/Pk24、スポット率、
ベースライン関数のパラメータ n）と、その角質細胞を採取した際に測定した TEWL の値との
相関性について示した。各図の TEWL の値は（a）の TEWL の値と一致している。また b, c, d
の図中には相関係数（R）の値が示されている。 
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3.2 X 線回折法によるヒト皮膚角層の構造と含有水分及び TEWL との関係解析 
   3.2.1 角層の含有水分量と細胞間脂質構造の相関性について 
電子線回折とは異なり、X 線回折では容易に角層の小角散乱像が得られ、角層細胞間脂
質のラメラ構造に関する情報を取得することが出来る（原理的には電子線回折においても角
層の小角散乱実験は実施可能であるが、細胞間脂質のラメラ構造の情報を取得できたという
報告例はない）。次に我々は、X 線回折法を用いたヒト角層のラメラ構造の解析実験を展開し
た。以前、太田らは含有水分量の異なるヘアレスマウスの角層を用いて X 線小角散乱実験を
実施し、ラメラ構造の内部に水分が取り込まれ、含有水分量に応じてラメラ周期が増大するこ
とを見出している[29]。さらに太田らは、ほぼ等量存在する LPP と SPP の 2 種類のラメラ構
造のうち、水と親和性の高い SPP だけがその内部に水を取り込み、ラメラ構造を膨潤させるこ
とを明らかにしている。ヘアレスマウスと異なり、ヒト角層のラメラ構造はほぼ SPP だけで構成さ
れており、より顕著にこれらの構造変化が現れることが期待される。そこで、様々な水分量に調
整したヒト角層を用いて、放射光によるそれらの X 線小角散乱実験を実施し、構造変化の様
子を解析した。 
5、10、15、20、25、30、40、50 wt %の各含有水分量に調整したヒト皮膚角層を、カプトン
フィルムで完全に密封し、そこに X 線を照射して散乱像を取得した。それらの１次元化プロフ
ァイルを図 19a に示す。まず、これらのプロファイルの概形については、おおよそ Bouwstra
らのヒト角層の実験結果と一致しており[21]、s=0.16 nm-1 付近にブロードなピークが観察され
た。また高次反射の様子から、このブロードなピークは、おおよそ 6 nm のラメラ周期を持つ
SPP に由来するものであると推測された。高次反射としては、s=0.22 nm-1 付近と s=0.296 
nm-1～s=0.315 nm-1 付近に小さなピークが観察され、これらは SPP の 2 次反射、コレステロ
ール、或いはわずかに存在する LPP ラメラの 3 次反射と考えられた。また図 19a では、それ
ぞれの含有水分量の小角 1 次元化プロファイルを、水分量が少ない方から順に下から上と強
度値の補正をせずにそのまま重ね書きして表示した。この図より、含有水分量に応じて
s=0.16 nm-1 付近の SPP ラメラ構造由来の散乱ピークの強度が大きく変化することがわかり、
角層内に存在する水分子が角層のラメラ構造が大きく変化させることがわかった。これらのピ
ークにガウス関数をフィッティングし、その形態変化を詳細に解析したところ、ピーク位置に関
しては含有水分量が増えるとともに広角側にシフトし、そのシフトはおおよそ健常皮膚角層の
水分量である 25 wt%付近で飽和することが分かった（図 19b）。また同様にピークの半値幅
（図 19c）及びピーク強度（図 19d）についても含有水分の量に応じて変化し、その変化はお
およそ 25 wt%付近において極値を持つような変化を示すことが分かった。 
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図 19 様々な水分量に調整したヒト皮膚角層の小角散乱プロファイルとその解析結果 
 
（a）下から 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 wt %に調整したヒト皮膚角層の小角散乱プ
ロファイルを順に並べて表示した。白抜き矢印で示したのが SPP ラメラ構造由来の散乱ピー
クである。（b-d）各水分量のSPPラメラ構造由来のピークにガウス関数をフィッティングし、
それらのピーク位置、半値幅、ピーク面積を解析した結果をそれぞれ示した。これらの図よ
り、SPP ラメラ構造は、おおよそ 20～30wt%の水分量で飽和もしくは極値を持つことがわか
った。 
 
 
 
また、同様の試料において、角質細胞内に存在するソフトケラチンの s=1.0 nm-1 付近に現
れる構造由来散乱ピークの挙動についても解析を実施した。図 20a に、ケラチン由来ピーク
が含まれる中角領域の X 線散乱プロファイルを、また図 20b-d にそれらのガウス関数によるフ
ィッティング結果を示した。図 20a より、ケラチンに関しても細胞間脂質のラメラ構造と同様、含
有水分量の違いによって 1 次元化プロファイルの形状に大きな変化が生じることがわかった。
またそれらのピークトップの位置は、含有水分量が多くなると膨潤することもわかった。このケラ
チンの膨潤の振る舞いについては、Hey らの角層肥厚での実験結果とおおよそ一致していた
[66]。さらに半値幅、強度についてもラメラ構造と同様、おおよそ 20～30 wt%の水分量にお
いて飽和もしくは極値を持つことが分かった。細胞間脂質、ケラチンともに、健常な皮膚角層
の水分量である 25 wt%付近を極値とする構造変化が確認されたことは、生物学的に大変興
味深い。 
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図 20 様々な水分量に調整したヒト皮膚角層の中角散乱プロファイルとその解析結果 
 
（a）下から 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 wt %に調整したヒト皮膚角層の中角散乱プ
ロファイルを順に並べて表示した。s =～0.6 nm-1付近の鋭いピークは、窓材のカプトンフィ
ルムによるものである。白抜き矢印で示したのがケラチン構造由来の散乱ピークである。 
（b-c）各水分量のケラチン構造由来のピークにガウス関数をフィッティングし、それらの
ピーク位置、半値幅、ピーク面積を解析した結果をそれぞれ示した。これらの図より、ケラ
チン構造の変化についても、SPP ラメラ構造同様、おおよそ 20～30wt%の水分量で飽和もし
くは極値を持つような変化を示すことがわかった。 
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3.2.2 X 線回折法による外部環境 2 分セルを用いたヒト皮膚角層の構造と TEWL 同時解析 
次に我々は、角層裏面の下部が水の供給源と接し、表面側が乾燥状態にある、より in vivo
の状態に近い環境下での X 線回折実験を検討した。in vivo の状態同様、このような環境で
は角層中の水分子は絶えず入れ替わっており、動的な水の動きと角層構造の関係を解析す
ることが出来る。最近の放射光技術の発達により、特に我々が参加する SPring-8 03XU のビ
ームラインは高輝度な X 線が得られるため、シート状の角層 1 枚でも有効な X 線回折像が得
られるようになり、角層の表裏の環境を制御した実験展開が可能となった。また前で述べたよ
うに、角層の構造には個体差や部位差があり、当然ながらその温度変化や物性についても、
個体による差が存在する。よって、構造と TEWL の相関性を精度よく解析するには、その両
方を同時に測定し、相関解析を実施することが望ましい。そこで、シート状の角層を入射 X 線
に対して斜めに設置し、角層下部の裏面を多量の水が入った水槽と接触させ、表面側には角
層から蒸散する水分量を測定する TEWL 装置を設置した。このような試料の保持装置、すな
わち“外部環境 2 分セル”を今回新たに開発し、これを用いて試料の温度を変化させて、X 線
による角層の構造解析と TEWL の同時測定を実施した。 
試料セルに角層シート 1 枚を設置し、そこに X 線を照射して回折像を取得しつつ、同時に
TEWL の温度依存性を解析する実験を実施した。この実験では、元来の角層の外表面側が
上面（TEWL 測定側）に、体内側が下面（水槽側）になるように、外部環境 2 分セル内に角層
を設置した。温度を 20℃から 70℃まで上昇させて連続的に TEWL 値と X 線散乱像を取得
したところ、X 線散乱像及び TEWL の両方が複雑に非連続的に変化することがわかった（図
21）。まず、X 線散乱像においては、細胞間脂質の相転移に伴う Ort 構造の消失や Hex 構
造のピークシフトなどの変化が観察された。これらの相転移温度やその挙動の様子は、密封さ
れた角層試料で観察されている結果とおおよそ一致していた[21][36][61]。今回取得した X
線広角散乱プロファイル及び TEWL 値の温度依存性の解析結果を図 21 で示したが、20℃
から温度が上昇するにつれて、Pk24 のピーク強度が徐々に低下していき、おおよそ 42℃で
その変化は一旦収束し、さらに温度を上昇させると、今度は逆にピーク強度が大きくなってい
くことがわかった。さらにこの時の Pk24 のピーク位置の変化は、最初は徐々にピーク位置を
小角側（格子間隔が膨らむ方向）にシフトさせるが、35℃付近でその変化は収束し、一旦広角
側にシフトして、48℃付近で再び小角側へのシフトに転ずることがわかった。興味深いことに、
同時に測定した TEWL 値の温度変化曲線は、Ort 構造が消失して Pk24 の強度が低下し
始める 35℃付近で上昇し始め、Pk24 が広角側にシフトする中間段階であり Pk24 の強度が
上昇し始める 42℃付近に肩を持ち、それ以上温度を上げると再び緩やかに上昇することがわ
かった。これらの変化の挙動は試料によっても若干異なるが、今回用いた試料においては、
Ort 構造が消失すると TEWL 値は急激に上昇し始め、その変化は Pk24 の強度が増加する
温度付近で停止することがわかった。 
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図 21 外部環境 2 分セルによる角層の X線広角回折と TEWL の同時温度変化測定 
 
水槽上に角層を設置し、温度を上昇させつつ（20～70℃）、同時に X線回折像と TEWL 値を
測定した結果を示した。（a）X線回折実験より得られた Pk24（◯）のピーク位置の変化と TEWL
値（●）の温度変化を示した。温度の上昇とともにピーク強度が低下し、その変化は 42℃付
近で停止することが確認できる。興味深いことに、同時に測定した TEWL 値は 42℃付近に肩
を持つことがわかった。（b）Pk24（○）と Pk27（●）それぞれのピークのピーク位置の温度
変化の様子を示した。温度上昇の過程で、Pk24 は一旦広角側へシフトする。 
  
0
1
2
In
te
gr
at
ed
 int
en
sit
y /
ar
b.
 un
its 0.41面積
TEWL
細
胞
間
脂
質
パ
ッ
キ
ン
グ
由
来
ピ
ー
ク
の
面
積
/a
.u
.
ピーク面
TE L
0
4
8
12
TE
W
L/
TE
W
L/
g・
cm
‐2 ・
s‐1
20 30 40 50 60 70
温度/℃
TE
W
L
/g
・m
-2
・h
-1
In
te
gr
at
ed
 In
te
ns
ity
 /a
.u
.
Temperature /℃
○ Pk24
● EWL
0.374
0.376
0.378
0.38
0.382
0.410
0.412
0.414
0.416
0.418
0.420
20 30 40 50 60 70
La
tt
ice
 sp
ac
in
g /
 nm
温度/℃
Pk24
Pk27
20 30 40 50 60 70
温度/℃
Sp
ac
in
g P
k2
4
/n
m
Temperature /℃
○ Pk24
● Pk27
Sp
ac
in
g P
k2
7
/n
m
(a)
(b)
42 
 
4．考察 
4.1 電子線のビームダメージが角層構造に与える影響について 
Pilgram らが導入した角層の電子線回折法は、非侵襲的に角層の構造解析を実施すること
ができる非常に画期的な分析手法であった[32][37][61]。これにより、角層の様々な深さの層
から角質細胞を採取し、角化の過程に伴う構造変化を解析するなどの実験が幅広く展開できる
ようになった[38][37]。しかしながら、彼らは試料を極低温にして電子線のビームダメージを回
避する方法を取ったため、当手法の汎用性を大幅に低下させてしまい、さらに試料調製法が難
しいという角層の電子線回折特有の手技上の困難さも手伝って、当手法を用いた研究が世の
中で広く展開されることはなかった（実際に Pilgram らが 1998 年に初めて角層の電子線回折
法を発表し[32]、2008 年に我々が当手法を更新した成果[38]を発表するまでの間、当手法に
関する論文は全く発表されておらず、角層の電子線回折を実用化できたのは、世界でライデン
大学と我々の 2 グループのみであった。）。そこで我々は、電子線回折法の汎用性を拡張する
ためには室温下での実験の実施が不可欠と判断し、常温下での角層の電子線回折実験の可
能性について検討した。その結果、高感度検出器やビームシャッターを導入し、手技的に様々
な工夫を凝らすことで、電子線の照射量を現状よりも大幅に低下できることを見出した。またこ
のような条件下で実験を実施すると、角層構造に対するビームダメージの影響をほぼ無視でき
ることがわかり（図 13）、室温下における角層の電子線回折実験が実現可能であることが示され
た。このように非侵襲実験が展開できる電子線回折法の汎用性を大幅に高めたことは、大変意
義深いことである。 
図 13 に示されるように、角層に電子線を照射すると、まず Pk27 が小角側へとシフトしつつ
そのピーク強度を減衰させ、さらに電子線を照射し続けると、今度は Pk24 が小角側へとシフト
しそのピーク強度を減衰させる。このような 2 段階の変化は、Ort と Hex でビームダメージに対
する耐性が異なるために生じると推測される。ところで、ヒト角層の温度を室温付近から上昇さ
せた際にも、これと似たようなピーク変化の挙動が観察される。角層の温度上昇過程において
は、まず Pk27 の小角側へのシフトと減衰が生じ、さらに温度を上昇させると Pk24 に変化が生
じることが知られており[36][65]、よって、電子線を照射した際にも局所的に温度が上昇してい
る可能性が考えられる。しかしながら、温度の上昇過程においては Pk24 の強度が一旦減衰し、
その後大きくなる変化が観察されるが（図 21 参照）、ビームダメージの過程においてはそのよう
な変化は見られず、ピーク強度は電子線の照射量に応じて一様に減衰する。また、温度変化
過程と異なり、ビームダメージ過程では回折像は不可逆的に変化することもわかっている。今
回の検討により、電子線のビームダメージによる構造変化は、温度変化と似て非なる振る舞い
を示すことも明らかとなった。 
 
 
4.2 電子線回折法によるヒト角層構造の部位差と TEWL との相関解析について 
今回、数多くの角質細胞の電子線回折像を取得することで、角質細胞は多様で細胞によっ
て構造が異なっており、不均一な構造を形成していることが分かった（図 14）。このような細胞レ
ベルの局所的な構造解析は、電子線回折法でのみ可能となる。本研究の電子線回折実験で
は、平均構造を観察するため電子線の照射領域を 55 m2 に設定したが、さらに穴径の小さい
制限視野絞りを用いることで、さらに限られた局所領域（1 m2 程度）の構造解析も実施するこ
とが出来る。以前、我々が小さい制限視野絞りを用いて予備的に細胞間脂質のドメイン構造の
解析実験を実施したところ、そのドメインサイズはおおよそ数m2 以下であることが示唆されて
いる。今後の電子線回折実験の発展により、細胞間脂質のドメイン構造のマッピングなども可
能になると思われる。 
電子線回折法では非侵襲的な実験展開が可能であるので、多数のヒトから多数の試料を採
集して多くの回折像を取得し、その平均値から個体差や部位差を解析するような実験を実施す
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ることができる。今回の 6 名の被験者での検討により、個人差はあるものの平均値で見ると腕と
比べて額や頬では Ort 構造の数及び量が低下しており、部位による細胞間脂質の側方配列
構造の違いを明らかにすることに成功した。ここで、Pk24 には Hex 構造の 3 つと Ort 構造の
2 つの格子間隔に関する回折が、Pk27 には Ort 構造の 1 つの格子間隔に関する回折が含
まれる（図 4c 参照）。よってこれらのピークが精度よく定量化でき、また全ての方向の回折強度
が等価であると仮定すると、Ort 構造と Hex 構造の存在量の比は以下の式より見積もることが
出来る[35]。 
 
 ・・・(5) 
 
 
 ・・・(6) 
 
（6）式を用いて額及び腕における Ort の存在量を見積もると、その値はおおよそ 20%と 50%
程度であった。一方で Ort パターンの出現率では、額で 40%、腕で 70%程度となっており、
Ort パターンの出現率の値が若干高くなっていることがわかった。個体差や部位差があり、統
一的には言えないが、今回取得した X 線回折のデータの Ort の存在率を見積もると、その値
はおおよそ 60～70%であった。従って、上述のように電子線回折ではベースラインの設定が難
しく、またピーク幅が大きいので、それぞれのピーク分離が難しく、よって Pk27 を小さく見積も
っていた可能性が示唆された。 
今回、量的解析（Pk27/Pk24）と数的解析（Ort 率）がほぼ同じ傾向を示していたことから、
当実験で用いた電子線の照射面積（55m2）においては、Ort 構造が存在する角質細胞には、
ほぼ一定の割合で Ort 構造が存在していることが示唆され、おおよそ角質細胞の平均構造を
観察できていたことがわかった。またこれらの結果は、細胞間脂質のドメインサイズは、電子線
の照射面積である 55 m2 よりも十分小さいということを示唆しており、以前の我々の実験結果
と一致していた。一般に Ort 構造は、他の側方配列構造と比べて分子密度が最も大きいことか
ら、最もバリア性能が高い側方配列と考えられている[37][45]。これらの見解には様々な意見
があるが[67]、健常なヒト角層で存在率が高く、アトピーや魚鱗癬などの病変皮膚で存在率が
低下していることがわかっており[37]、額や頬などの顔面部位では、腕に比べてバリア機能の
低い細胞間脂質構造が形成されているのかもしれない（この内容については以下の TEWL と
の相関解析の項で記述する）。 
次に、今回新たな指標として導入したスポット状回折像の出現率においても、部位による有
意な違いが認められた。このスポット状の回折像が出現する理由としては、まず、細胞間脂質の
側方配列の方向がきれいに整っていて、そのドメインサイズが電子線照射領域に比べて十分
大きいような場合が挙げられるが、上記のような理由からこのようなケースはあまりないと考えら
れる。また別の見方としては、角質細胞の膜表面がうねっており、ブラッグの回折条件を満たす
領域が少なくなり、結果的に回折がスポット状に見えることも考えられる。この場合、全体の反射
強度が低下していることが推測されるが、本測定ではそのような回折強度の低下は確認されな
かった。さらに、流動相がベースになっている、或いは脂質分子自体があまり存在しておらず、
正常な側方配列構造が形成されていない細胞間脂質層において、結晶状態の脂質分子の塊
が存在しているような場合にも、スポット状の回折像が出現することが予測される。興味深いこと
に、腕に比べて額や頬などの顔面部では皮脂の分泌量が多くなっており、これらが細胞間脂
質層に陥入すると、細胞間脂質の側方配列構造を乱すとする報告例がある[32][68]。今回は 3
回のテープストリッピングを実施した後に角質細胞を採集したが、それらの層においても皮脂の
影響が表れていたのかもしれない。また顔面部は腕と異なり、絶えず外気（乾燥空気や活性酸
素、排ガスなどの環境刺激物質を含む空気）や紫外線などにさらされている。これらの影響から
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細胞間脂質の側方配列構造が流動化し、その中の所々に小さな結晶様のドメインが存在する
ことで、スポット状の回折像の出現頻度が高くなっていたのかもしれない。今回導入した 2 種類
のスポット性の程度の解析法（相関係数と出現頻度解析法）において、異なる結果が得られた
ことは大変興味深い。両手法の解析結果の部位間における傾向はおおよそ一致していたが、
両解析結果の相関係数はあまり高くなかった。これはスポット状の回折パターンに存在するス
ポットの数は、数個ではなく多数個存在していることを示唆しており（図 9b）、すなわち前述のよ
うに細胞間脂質が所々で多数の微結晶状態で存在していると考えると辻褄があう。今回、方法
の異なる 2 種類の解析手法でスポット性を評価したことで、ドメイン構造に関する貴重な情報が
得られた。その他の可能性についても検討の余地が残るが、いずれにせよ、このような細胞間
脂質の配列構造では、角層のバリア機能は大幅に低下していることが容易に想像され、これら
の指標と TEWL との関係性については大変興味深い。今回独自に導入したスポット解析が、
新たな皮膚バリア機能評価のための一つの指標になるかもしれない。 
電子線回折像の 1 次元化プロファイルのベースラインパラメータ n は、腕で大きく頬や額で
は小さい値となっていた（n 頬 > n 額）。この n の値は、回折像の見た目のコントラストと直接的に
関係していると思われる。すなわち、この n の値（絶対値）が小さくなると回折像のコントラストが
小さくなり、逆に値が大きくなるとコントラストが大きくなると考えられる。通常、このような低コント
ラストの回折像は、角質細胞が 2 個重なっている箇所に電子線を照射したときなど、電子線の
透過量が絶対的に小さくなっている場合に観察される。今回の測定においては、角質細胞が
複数枚重なっていないことを確認しており、従って頬や額の 1 個 1 個の角質細胞自体の電子
線の透過率が低下していたことが考えられる。これに関する興味深い報告としては、Machado
らの角質細胞の表面積測定の実験がある[55]。彼らは、様々な部位からテープストリッピング法
で角質細胞を回収して、光学顕微鏡を用いてその表面積を計測することで、額や頬の角質細
胞の表面積は腕のそれと比べて有意に小さくなっていることを発見している[55]。角質細胞は
角化の過程で徐々に扁平状に変化し、徐々にその表面積を増していくが、表面積が小さい額
や頬の角質細胞は腕と比べて厚くなっているのかもしれない。よって、ベースラインパラメータ n
は角層の厚さの情報を捉えている可能性がある。通常は角質細胞の厚さは、TEM による超薄
切片観察や凍結SEMなどの手法を用いて計測されるが、これらには複雑な試料処理が伴い、
著者の知る限り今のところ角質細胞の厚さを簡便に計測する手法はない。今回新たに導入した
電子線回折法によるベースラインパラメータ n の解析法は、角質細胞の厚さを容易に計測する
有効な手段になる可能性があり、その他の皮膚パラメータとの相関解析などへの応用が期待さ
れる。 
図 23 に電子線回折実験による各個人の角層構造の解析結果をまとめた。今回の実験結果
は、角層構造の部位差だけでなく、個人差もはっきりと確認することが出来る（被験者 C や F は
Ort 構造が低下傾向にあり、被験者 E の額や頬のスポット率は際立って高い、など）。実際
我々の検討においても、アトピー性皮膚炎の症状を持つ被験者の角層構造は、他の被験者と
大きく異なることなどが示唆されている。今のところ電子線回折法は、このような個人の細胞間
脂質の配列特性を簡便に測定できる唯一の分析手法である。今後、電子線回折法は角質細
胞の構造の基礎検討だけでなく、個人の肌状態を解析するというようなより汎用的なな評価手
法となりうるだろう。 
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図 23 各被験者の角質細胞の電子線回折構造パラメータの特徴解析 
 
各被験者から採取した角質細胞の電子線回折構造パラメータ（Ort 率、スポット率、ベー
スラインパラメータ n）の一覧表を赤から青のグラデーションカラーマッピングで示した。
Ort 率と n に関しては値が大きいほど青く、またスポット率に関しては値が大きいほど赤色
に近づくように表示した。おおよそ腕で青く、額や頬で赤くなる傾向が認められるが、個人
によって特徴的なパターンを示す。 
 
 
 
最後に、今回、同時に測定した TEWL の値と、図 23 にまとめた電子線回折による各構造パ
ラメータの値との関係性について考察する。図 18 にはそれらの関係性を示すデータが表示さ
れているが、平均値で見ると、Ort 構造の存在量が少なく、またスポット状回折像の出現頻度が
高く、さらにベースラインパラメータ n の値が小さい（おそらく角質細胞が厚い）額や頬では、腕
に比べて TEWL の値が極端に高くなっている（図 16、図 17c、図 18a 参照）。この傾向をさら
に詳細に解析するため、それぞれの被験者の個別の測定データを用いて、TEWL 値との相関
解析を実施したところ、Ort の存在量とベースラインパラメータ n に TEWL との高い相関性が
認められた（|R|>0.4）。一方でスポット率は、額、頬、腕の順に値が高く、TEWL と同様の傾
向があり特にその相関性が示唆されたが、個別のデータで見ると両者の相関性は低かった。こ
のスポット率に関しては、皮脂と関係性を指摘したが、一般に皮脂は水の移動に対してバリア
になるとも考えられている[74]。TEWL に関しては、細胞間脂質以外にも様々な要素が複雑に
絡んでいる可能性があり（たとえば皮脂や NMF、ケラチン、発汗など）、慎重に解析する必要
がある。今回の電子線回折の成果により、角層のバリア機能を評価しうる様々な角質細胞の構
造パラメータの導出方法が確立され、さらにこれらの結果より Ort 構造及びベースラインパラメ
ータ n と TEWL が相関している可能性が示された。 
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4.3 角層の含有水分量とラメラ構造の関係について 
角層の水に対するバリア機能を評価するためには、角層内に含有される水分子そのものが、
角層の構造にどのような影響を与えるのかを十分に把握しておく必要がある。今回我々が、
様々な含有水分量に調整したヒト角層を用いて X 線回折実験を実施したところ、含有水分の量
に応じて細胞間脂質 SPP ラメラ構造及び角質細胞内のケラチン構造が大きく変化することが
分かった。この SPP ラメラ構造の変化は、マウス角層を用いた太田らの X 線回折実験や、
Charalambopoulou らの中性子線回折による実験結果とほぼ一致しており、水分量に応じて
ラメラ構造が膨潤し、ラメラ間隔が長くなることがわかった[29][30]。細胞間脂質の主成分である
セラミド分子は疎水的性質が高く、それらが主成分となるラメラ構造には水分子は存在しないと
する見解もあるが、今回の実験結果より、SPP のバイレイヤー間には水分子が存在しており、さ
らにその存在量は含有水分量に応じて変化することが明らかとなった。さらに今回の結果にお
いて、細胞間脂質ラメラとケラチンの両方の回折ピークが、正常ヒト角層の含有水分量である
25 wt%付近で最も強度が高く、また半値幅が小さくなっていたことは大変興味深い。これらの
実験結果は、角層はリオトロピックに相転移し、その構造はおおよそ 25 wt%付近で最も秩序化
され、安定して存在していることを示している。このリオトロピック相転移の水分量は、一般的なリ
ン脂質膜などの相転移点ともおおよそ一致しており[69]、細胞間脂質と水は密接に相互作用し
て存在していることが示唆された。 
Imokawa らは角層の DSC による分析において、角層内の水はおおよそ 22 wt%までは結
合水として存在し、それ以上含まれると自由水となることを報告している[70]。さらに Suhonen
らは、角層内に過剰に水が存在すると経皮吸収が促進されることを報告している[71]。これらの
事象や今回得られた結果は、角層内に過剰な水が存在すると、細胞間脂質やケラチンの構造
に乱れが生じ、バリア機能の低下につながることを示唆しているのかもしれない。一般的には、
角層内の水はそのほとんどが角質細胞の内部に存在しており、細胞間脂質のバイレイヤー間
にはわずかな量の水しか存在していないと考えられているが、含有水分の量が大きく異なるケ
ラチンと細胞間脂質の両方の構造体が同様の水分量傾向を示していることは大変興味深い。
細胞間脂質とケラチンが連動して、角層全体の構造を安定化するメカニズムが備わっているの
かもしれない。 
 
 
4.4 X 線/TEWL 同時測定について 
今回実施したヒト角層の X 線温度変化解析実験では、これまでの密封した角層試料での温
度変化解析実験と同じような構造変化が観察された[21][36][61]。図 21 で示した昇温過程に
おける細胞間脂質の側方配列の回折ピークの変化は次のようなものであった。まず、20℃から
温度を上昇させると、Pk24 のピーク強度は徐々に低下していき、その変化は 42℃付近で一旦
収束し、さらに温度を上昇させると今度は一転して上昇するというものであった。また、ピーク位
置に関しては、Pk24、Pk27 ともに小角側へと徐々にシフトしつつ同時にその強度を弱め、
35℃付近で Pk27 が消滅し、さらに温度を上昇させると Pk24 は一旦広角側へシフトし、48℃
付近を境に再び小角側へのシフトに転ずる。通常、熱力学的な観点から、細胞間脂質の側方
配列が温度上昇の過程において、よりタイトにパッキングされる方向に変化することは考えにく
い。従って、35℃付近で Ort 構造が一旦消滅し、その後、周囲の Hex 構造と再編成して新た
な Hex 構造（以下、HexH とする。）が出現したと考えると、熱力学的な矛盾は解消するように
思われる。崩壊した Ort 構造が Hex 構造の内部に取り込まれて、Hex 構造よりも若干格子定
数の小さい 1 つもしくは複数の HexH 構造が誕生し、その結果、ピークが少し広角側にシフト
したように観察されたのかもしれない[36]。しかしながら、一般的には細胞間脂質の格子定数
は、炭化水素鎖の鎖軸周りの回転運動の有無で規定されると考えられる[37][72]。すなわち、
炭化水素鎖の垂直断面の形状が、回転していれば円、回転していなければ楕円となり、回転し
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ている場合は等方的な Hex、回転していない場合は１方向のみ格子間隔が短くなった Ort を
形成する（図 4c 参照）。従って、Ort 構造が Hex 構造にどのような形で組み込まれ、しかも通
常よりも格子間隔の小さい Hex 構造がどのような状態で存在しているのかはよくわからないとこ
ろである。温度変化過程で生じる細胞間脂質の相転移挙動については、今後さらに検討して
いくことが必要である。細胞間脂質の相転移挙動についてはまだまだ検討の余地が残るが、今
回の実験結果より、35℃付近で HexH 構造が出現し始め、そのピークの広角側へのシフトが
停止する 48℃付近でこれらの再編成が終了してほぼ全層が HexH になっていることが示唆さ
れた。つまり、HexH 相出現に絡む再編成の起点が 35℃であり、終点が 48℃であると推測さ
れた。 
これらの温度領域において、同時に測定した TEWL の温度曲線は、大変興味深い形状を
示した。図 21 に TEWL そのものの値（実線）とその微分値（点線）を示したが、35℃付近から
TEWL 値は上昇し、42℃付近に肩を持つような変化を示した。角層内の水の移動から TEWL
を定義すると、(4)式は以下のように書き換えることができる[22][73]。 
 
                                      ・・・(7) 
 
ここで、D は角層内における水の拡散係数、SC は角層の厚さ、ΔC は角層内における水の
濃度変化である。一般的に、拡散係数 D は温度に依存し、一意的に上昇することが知られて
いる（D∝exp(-E/kBT)）。しかしながら、今回得られた結果では、TEWL 値は温度上昇に伴っ
て一意的に上昇せず、従って、これらの結果は、角層内の水の存在状態そのものが変化して
いることを示している。 
X 線と TEWL、両方のプロファイルを対応させると、Ort 消滅及び HexH が出現し始める温
度で TEWL 値が上昇し始め、HexH への相転移の中間段階（～42℃）で、TEWL 値が肩を
持つことが分かった。通常、異なる脂質の相が同一系内に存在し、それらが共存する場合、そ
れらの比率が 1:1 になる時にドメイン境界が最も多くなり、脂質膜間を通過する物質の透過性
が最も高くなることが知られている。今回の実験結果は、Hex と Ort が再編成されて HexH が
出現し始めた結果、ドメイン境界の数が多くなって TEWL 値が上昇し始め、また最もドメイン境
界が多くなると考えられる HexH 再編の中間段階において、TEWL が極値を持ち、さらに温度
が上昇して、ほぼ全体が HexH に変化すると、TEWL 値は一定に落ち着くということで説明で
きるのかもしれない。 
今回の測定により、TEWL 値の温度変化曲線の変化は、細胞間脂質の相転移挙動でほぼ
説明できることが示唆され、角層内の水の挙動に対する細胞間脂質の配列構造の寄与の可能
性が初めて示された。角層構造の温度変化挙動に関しては、個体差もありまだまだ未解明な
部分は残るが、今回開発した外部環境 2 分セルにより、角層内の水の移動や保持状態に細胞
間脂質が寄与していることが世界で初めて実験的に直接示された。 
 
 
  
C
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dt
dm
A
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5．結論 
本検討により、室温下におけるヒト皮膚角層の電子線回折実験が実施可能であることがわかり、
これにより電子線回折法の汎用性を大幅に向上させることに成功し、個体差や部位差が大きいヒト
皮膚角層においても統計学的な解析による実験展開が可能であることが示された。また当手法を
用いて、ヒトの額、頬、腕より角質細胞を採取し、その構造を比較したところ、腕に比べて額や頬で
は有意に Ort 構造の存在比率が低下していることがわかり、角質細胞構造の部位差を明らかにす
ることに成功した。さらに同時に測定した TEWL の値と角質細胞の構造の相関性を解析したとこ
ろ、Ort 構造が少ない角質細胞では TEWL が大きくなる傾向があり、両者の相関関係が示唆され
た。 
X 線回折法により、様々な水分含有量に調整したヒト角層の構造解析を実施したところ、おおよ
そ 25 wt%付近を極値とするリオトロピックな構造変化が確認された。この水分量は健常なヒト皮膚
における角層水分量とおおよそ一致しており、角層の構造形成に対して水分子の存在量が影響し
ていることが示唆された。また今回、入射 X 線に対してシート状の角層試料を 45°程度傾けて設
置する外部環境 2 分セルを開発することに成功し、このセルを用いることで、角層試料の X 線によ
る構造解析と TEWL の同時測定が実現化された。今回、両者の同時温度変化解析を実施したと
ころ、Ort 構造の相転移温度付近から TEWL が上昇し始め、その上昇は Ort と Hex の共存状態
から HexH に相転移する中間温度付近で収束することがわかった。 
これらの結果は、角層の構造、特に細胞間脂質と水分子が密接に関係しており、さらに角層内
を移動する水分子は、細胞間脂質の相転移やドメイン構造の存在状態に影響を受けることを示し
ている。これらの結果より、今回開発した角層構造の新しい分析手法の有効性が確認され、さらに
角層と水に関する様々な新しい知見を得ることに成功した。今後、これらの分析手法を水以外の
様々な物質に適用することで、より浸透性の高い経皮吸収型製剤の開発研究に応用していくこと
を目指す。 
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